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RESUMEN

En un estudio reciente, se examinaron las inflorescencias de jamaica junto con
diferentes tipos y concentraciones de edulcorantes para evaluar su interaccion en 12
tratamientos experimentales. Estos tratamientos fueron disefiados para analizar
como la flor de jamaica, los edulcorantes y el consorcio Scoby interactGan entre si.
Las concentraciones se determinaron a través de pruebas preliminares, revelando
que el Tratamiento 11 fue el mas efectivo entre los 12 evaluados. Se realizé un
estudio donde se caracterizé inflorescencias de jamaica en concentraciones de 0,625
0, 1,259y 2,59 /1000 ml de agua como base de estudio. Se observo que, a mayor
concentracion de inflorescencias, los contenidos antioxidantes eran mayores. Se
analizo la influencia de fermentacion con el consorcio Scoby (Symbiotic Culture of
Bacteria and Yeast), evaluando caracteristicas como propiedades fisico-quimicas,
bioactivas (compuestos antioxidantes), microbioldgicas, analisis proximal,
colorimetria y su evaluacion sensorial. La fermentacion dur6 60 horas y utilizando
métodos estandarizados se evalud el pH que durante la fermentacion fluctuo entre
2.7-3.8; acidez titulable (0.0035-0.2187) % de acido acético, contenido de solidos
solubles entre 5- 8 °Brix y capacidad antioxidante de (69.363-175.00) ug de Eq
Trolox/100 ml. Finalizado la fermentacion, se liofiliz6 con maltodextrina. EI mejor
tratamiento se determind en base al contenido de polifenoles, flavonoides y
capacidad antioxidante que fue T11(0.625g de inflorescencias de jamaica con 8%
de panela) de acuerdo a los siguientes resultados el recuento de BAL.:
4.2x103UFC/g; contenido de polifenoles de 1.13 EAG/100 ml; flavonoides 7.29
mg de quercetina/100 ml, una capacidad antioxidante de 93.63 pg Trolox/100 ml
un analisis proximal que contiene: 0.219% de proteina, 0.8% de ceniza, 6.06% de
humedad y contenido de hierro de 9.38 ppm por ello se puede concluir que es un
producto viable y benéfico para el consumidor.

Palabras clave:

compuestos bioactivos, caracterizacion, fermentacion, flores de jamaica,
liofilizacion
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2. INTRODUCCION

Hoy en dia, la agricultura se ha convertido en un sector muy dindmico y
atractivo en varios paises del mundo con grandes perspectivas de desarrollo, aunque
el potencial de crecimiento es incierto, ya que muchos paises se enfocan en

participar con la conquista en el mercado internacional.

La flor de jamaica o cardo (Hibiscus sabdariffa L.) es una planta de la
familia Malvaceae, género Hibiscus y especie Sabdariffa L, que produce flores
blancas, amarillentas o rosadas debajo de las hojas y en los tallos. Tiene una copa
Ilamada céliz en el centro, y dependiendo de la variedad y estado de madurez, el
caliz puede ser marrén, rojo o morado (Montafio Arango, Oscar. et al., 2023).

Las flores de jamaica en su composicion se puede encontrar sustancias
quimicas entre las cuales se destacan los compuestos fitoquimicos ( antocianinas,
carotenos, xenonina) y sus nutrientes (vitaminas y minerales, glucidos, proteinas,
grasas, cenizas entre otras), con lo que respecta a compuestos bioactivos se puede
apreciar una variedad encontrada en esta flor (H Sabdariffa Sabdariffa L) entre las
mas destacadas para el presente trabajo de investigacion encontramos a los fenoles,
alcaloides, los diferentes tipos de acidos, y una variedad de vitaminas ya sean esta
la vitamina D,B1,B2 (Montafio Arango, Oscar. et al., 2023).

Uno de los retos de la industria agroalimentaria es encontrar nuevas fuentes
de materias primas para poder involucrarse en la produccion de bebidas
fermentadas; por ello, se ha desarrollado una amplia gama de productos
fermentados que pretenden satisfacer los nuevos requerimientos del consumidor. El
constante crecimiento del mercado obliga a los productores a innovar, lo que hace
necesaria la investigacion de otras alternativas de bebidas no tradicionales, como

las elaboradas a base de la flor de jamaica (Viteri Borja, J.G. et al., 2022).

Una alternativa saludable de una bebida refrescante es la kombucha que se
elabora sumergiendo hojas de té negro en agua caliente junto con un poco de azucar,
se afiade un cultivo madre, que es una simbiosis de bacterias y levaduras, a la
mezcla. Después de esto, las bacterias y levaduras generan celulosa y forman una
parte fibrosa; el resultado es una bebida refrescante con diversos metabolitos, como

etanol, 4&cidos organicos, vitaminas, probioticos, azucares, polifenoles,



antioxidantes y aminoécidos (Freitas et al., 2022). La presencia de compuestos
bioactivos en la kombucha ha llevado a que los estudios sobre esta bebida destaquen
por las propiedades funcionales tanto en la industria alimentaria como en el campo
de la salud. La kombucha aporta beneficios a la salud al actuar como antioxidante

gracias a los polifenoles que contiene. (Chakravorty et al., 2016).

El trabajo de investigacion tiene como finalidad realizar una bebida
fermentada y liofilizada utilizando inflorescencias secas de jamaica con el fin de
evaluar el proceso fermentativo a su vez realizar un analisis fisico-quimico,
contenido de compuestos bioactivos, microbiol6gico, minerales, colorimetria y un

analisis sensorial al producto final.

La flor de jamaica se distingue por su notable contenido de vitaminas A y
C, asi como una riqueza en minerales, acido citrico y malico. Su perfil antioxidante
la convierte en un alimento beneficioso para abordar problemas digestivos,
favorecer la pérdida de peso y contribuir al control del colesterol y la regulacion de
los triglicéridos. A pesar de su historico uso medicinal, se ha explorado la viabilidad
de crear un producto liofilizado funcional, ofreciendo nuevas perspectivas para

aprovechar sus propiedades de manera practica y duradera.

Dicha investigacion esta dirigida a los productores de flores de jamaica,
brindando una pauta a instituciones publicas y privadas interesadas en la generacion
de investigacion y transferencia de tecnologia, como es el proyecto de elaboracion
de una bebida fermentada y liofilizada de inflorescencias de jamaica. La flor de
jamaica, a pesar de ser una flor de la que se pueden obtener muchos derivados
medicinales y gastronémicos, no ha sido debidamente aprovechada, por lo que, a la
hora de elaborar una bebida fermentada y liofilizada, se espera que el producto final
sea atractivo para el consumidor dando realce a la produccién de flor de jamaica y
ganar mas renombre en las regiones ecuatorianas. La abundancia de la flor de
jamaica en la region amazonica del Ecuador no ha sido completamente
aprovechada, por esta razon se busca introducir las flores de jamaica en el ambito
industrial para la creacion de diversos productos, tales como alimentos, cosméticos

y medicamentos, entre otros. La adaptabilidad de esta planta al clima de cultivo y



la creciente demanda global de innovacion han generado un impacto significativo,

abriendo oportunidades para satisfacer diversas necesidades.

En la actualidad poco es el consumo de productos fermentados procedente
de flores de jamaica, dando asi una baja produccion y cosecha de esta materia prima
en el territorio ecuatoriano, es por ello que el trabajo de investigacion pretende
desarrollar una bebida fermentada y liofilizada de flores de jamaica con propiedades

funcionales.
3. VALIDACION DE HIPOTESIS
3.1. Hipotesis alternativa

Ha: Las concentraciones de inflorescencias de jamaica y el tipo y
concentracion de endulzante afecta a las propiedades fisico-quimicas, bioactivas,

microbioldgicas y sensoriales de una bebida a base de inflorescencias de jamaica.

“Al analizar los datos obtenidos, se podria determinar que si existen
diferencias significativas en estas propiedades entre las muestras preparadas con
diferentes concentraciones de inflorescencias de jamaica y tipos de endulzantes.
Esto ayudaria a validar la hipotesis alternativa de que estas variables tienen un
impacto en las propiedades fisico-quimicas, bioactivas, microbioldgicas y
sensoriales de la bebida. ”

3.2. Hipotesis nula

Ho: Las concentraciones de inflorescencias de jamaica y el tipo y
concentracion de endulzante no afecta a las propiedades fisico-quimicas, bioactivas,

microbioldgicas y sensoriales de una bebida a base de inflorescencias de jamaica.
4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
4.1. Objetivo general

e Obtener una bebida fermentada y liofilizada a base de inflorescencias de

jamaica.

4.2. Objetivos especificos

e Analizar la influencia del consorcio Scoby en la elaboracion de una bebida

fermentada con inflorescencia de jamaica.



o Determinar las caracteristicas fisicos-quimicas y compuestos antioxidantes
durante el periodo de fermentacion.
e Evaluar la influencia de la liofilizaciobn sobre las propiedades

microbiologicas y sensoriales en los tres mejores tratamientos.

4.3.  Flor de jamaica (Hibiscus Sabdariffa L)

La flor de jamaica (Hibiscus Sabdariffa L.) es una planta originaria de la
region de la India y se extendio a Malasia, donde es apreciada por sus calices. Sus
flores son carnosas, de color rojo brillante y tienen un sabor refrescante (Rosado
Coraizaca, K., 2020).

La especie que produce el caliz es la mas importante. Los &cidos y
pigmentos del vaso de precipitados se utilizan para preparar té, preparar vino y
colorear salchichas. También se pueden hacer jaleas, jarabes, dulces, mermeladas,
conservas, postres, tortas, salsas y con fines culinarios (Hidalgo, Villatoro et al.,
2009).

Figura 1 Planta de flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa)

f' "’ -\ L) .‘ 3
Fuente: (Nicholls Posada & Ramirez Garcia, 2014)

4.4.  Principios bioactivos de la flor de jamaica

Desde un punto de vista farmacolégico, los principales componentes de H.
sabdariffa son: acidos organicos (&cido citrico, &cido ascérbico, acido maleico,
hibisco, &cido oxalico, acido tartarico), flavonoides, principalmente antocianinas
(delfinidin-3-glucosido, sambubidsido, Antocianina-3-sambubi6sido), asi como

fitoesteroles, polifenoles y otros antioxidantes solubles en agua (Veloz Pinto, 2022)

Ademas, se ha detectado la presencia de alcaloides, acido ascorbico,
betacaroteno y vitaminas B1 y B2 (Hernandez Sosa, 2019). Los acidos organicos y
los compuestos fendlicos tienen actividad de eliminacion de radicales libres, y los

efectos beneficiosos para la salud se pueden atribuir en gran medida a estas



moléculas bioactivas (Riaz & Chopra, 2018). En la Figura 2 se muestran las

estructuras quimicas de los compuestos que posee esta planta.

Figura 2. Estructuras quimicas de los componentes que posee la flor de
jamaica (Hibiscus sabdariffa)

Nombre del compuesto - 4+ s

3 s
Cyanidm-3-sambubioside OH OH H 2-0-B-D-xylosyl-D-glucose OH
Cyamdm-3-glucoside OH OH H Glucosyl OH
Delphimidin-3-sambubicsade OH OH OH 2-0-B-D-xvlosyl-D-glucose OH
Delphinidin. 3-glhicoside OH OH OH Glucosyl OH
Cyanin OH OH H Glucosvl Glucosvl
Malvin OCH3 OH OCH3 Glucosyl Glucosyl

HO COOH

HOOC COOH

Acido citrico A 5
Acido malico g

OCHa
OH
e \ _—
// Acido protocatechuic
Eugenol
COOH
G R,
2 Nombre del compuesto R1 R2
Acido hibisco H OH
Nombre del compuesto R1 R2 R3 Acido hibisco glucosido H O-glu
Acido galico OH OH OH

Acido hibisco 6-metil ester CH3 OH
Acido protocatecuico glucésido O-glu OH H

Fuente:(Navidad, Murrieta et al., 2020).

4.5, Fenoles

Un compuesto fendlico es un compuesto organico que tiene al menos un
anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo (OH), la estructura béasica se llama
fenol. Estructuralmente, son un grupo diverso, que va desde moléculas fendlicas
simples hasta compuestos altamente poliméricos (taninos) (Cabrera-Carrion et al.,
2017). Las vitaminas, los compuestos fendlicos se consideran importantes

antioxidantes dietéticos, por ejemplo, se encuentran en frutas, verduras, verduras,



raices y granos. Miles de compuestos fenolicos se encuentran en alimentos y plantas
medicinales. Los compuestos fendlicos determinan el color y las propiedades
organolépticas de plantas y alimentos, como el poder astringente de frutas y

verduras (Cabrera-Carrion et al., 2017).
4.5.1. Composicion quimica de la flor de jamaica

Composicion quimica, contenido de sustancias bioactivas y actividad
antioxidante de 20 cultivares de flor de jamaica cultivados en Meéxico. La
composicion del caliz de Jamaica varia con el color y las diferencias genéticas. El
caliz contiene: antocianinas 1,5%, 4&cidos orgéanicos 15-30%, polisacéridos
mucilagos 50%, flavonoides, saponinas, fitoesteroles, pectina y fibra. Se ha
demostrado que los acidos organicos y las antocianinas tienen actividad
antibacteriana y antioxidante tal cual como se detalla en la Tabla 1. Todos estos
componentes tienen buena biodisponibilidad y potencial terapéutico. Otros
componentes funcionales de la copa incluyen minerales como calcio, hierro,
magnesio y zinc, vitaminas B1l, B2, C, D y E, teniendo en cuenta todos los

aminoéacidos esenciales excepto el triptofano (Izquierdo, Vega et al., 2020).

Tabla 1. Composicion proximal, contenido de compuestos bioactivos y
actividad antioxidante de la jamaica

Datos expresados en g por cada 100 en base seca

Humedad 11.29
Ceniza 8.11
Proteina 10.99
Lipidos 0.82
Carbohidratos totales 34.81
Fibra dietética soluble 8.76
Polisacaridos no amilaceos de la fibra dietética insoluble 23.44
Lignina Klason de la fibra dietética insoluble 3.64
Fibra dietética total 35.85
Datos expresados en mg equivalentes de acido galico g-1len base seca
Polifenoles extraibles 38.29
Polifenoles hidrolizables 11.6
Taninos condensados 3.3
Datos expresados en mM equivalentes trolox g-1 en base seca
Actividad antiradical 438.08
Actividad quelante 217.98

Fuente: (Duarte, Valenzuela et al., 2016).

Elaborado por: Autor (Rogel, 2023)



4.6. Los antioxidantes

Un antioxidante es una sustancia presente en los alimentos que consumimos
diariamente y que tiene la capacidad de proteger contra los efectos dafinos de
especies reactivas en las funciones fisiologicas normales del cuerpo humano.
Ademas de estudiar las interacciones quimico-bioldgicas, es importante examinar
las propiedades antioxidantes por su papel en el deterioro oxidativo que afecta a los
alimentos. En la industria alimentaria, estos antioxidantes se agregan a grasas y
otros productos para retrasar los procesos de oxidacion, evitando asi el inicio de la

rancidez oxidativa en las grasas (Valencia, Avilés et al., 2017).
4.7. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de los alimentos se basa en la idea de que el estrés
oxidativo es un proceso bioldgico que se considera un factor etioldgico, y esto
ocurre cuando la velocidad de generacion de radicales libres supera la actividad de
los sistemas de proteccidn (Suérez-Rebaza et al., 2023). El nivel de compuestos
antioxidantes en frutas y hortalizas, y en consecuencia su capacidad antioxidante,
puede ser influenciado por factores fisioldgicos, como el proceso de maduracion,
asi como por factores tecnolégicos, como las condiciones de conservacion y

procesamiento (Valencia, Avilés et al., 2017).
4.8. Polifenoles

Los polifenoles (PF) o compuestos fendlicos (CF) son moléculas naturales
que provienen del metabolismo secundario de las plantas y se derivan de las vias
del shiquimato y los fenilpropanoides. Estas sustancias estan ampliamente
distribuidas en el reino vegetal, y, de hecho, las plantas sintetizan miles de
compuestos fenolicos distintos (Valencia, Avilés etal., 2017). Los compuestos
fenolicos se han clasificados en dos grandes grupos, los flavonoides (F) y no
flavonoides. Dentro del grupo de los compuestos fendlicos (F) se encuentran
diversas subclases, como los flavonoles (FN), flavonas (FAS), flavan-3-oles,
isoflavonas (IF), flavanonas (FNA), dihidroflavonoles (DHF), antocianidinas y
chalconas. Por otro lado, en el grupo de compuestos no fendlicos (no F) se incluyen

los é&cidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos, polifenoles volatiles,



estilbenos y otros compuestos diversos como lignanos y cumarinas (Valencia,
Avilés et al., 2017).

49. Kombucha

Kombucha es una bebida fermentada que se origind en Asia. Sin embargo,
ha ganado popularidad en Occidente debido a sus propiedades medicinales como
antibacteriano, antioxidante, anticancerigeno, antidiabético y tratamiento de Glceras
pépticas y colesterol alto. También ha mostrado efectos sobre la respuesta inmune
y la desintoxicacion del higado(Coelho et al., 2020). Los efectos beneficiosos de la
kombucha estan relacionados con la presencia de microorganismos probioticos
(bacterias acéticas y lacticas), antibidticos, aminoacidos, polifenoles, azUcares,
acidos organicos, etanol, vitaminas hidrosolubles y diversos microelementos

producidos en el proceso de fermentacidn (Coelho et al., 2020).

Es relevante destacar que en ciertas variedades de kombucha también
pueden encontrarse bacterias del acido lactico (BAL), tales como Lactobacillus y
Lactococcus. No obstante, aunque las BAL desempefian un papel importante en las
propiedades probidticas de la kombucha, este conjunto de bacterias no se encuentra
necesariamente presente en todas las cepas microbianas de esta bebida (Vargas
et al., 2021). En los ultimos tiempos, el té tradicional de kombucha ha despertado
un creciente interés tanto en investigadores como en consumidores debido a sus

propiedades probioticas.

El t¢ de kombucha se obtiene mediante la fermentacion de un cultivo
simbidtico compuesto por bacterias del &acido acético (AAB) como
Komagataeibacter, Gluconobacter y Acetobacter, bacterias del acido lactico (LAB)
como Lactobacillus y Lactococcus, y levaduras como Schizosaccharomyces pombe,
Saccharomycodes ludwigii, Kloeckera apiculata, Saccharomyces cerevisiae,
Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora delbrueckii y Brettanomyces bruxellensis.
Este proceso de fermentacion se lleva a cabo en un medio dulce, generalmente

utilizando té negro (Villaroel, Soto et al., 2018).
4.9.1. Fermentacion de la Kombucha

La fermentacion de la kombucha es el resultado de la interaccion de estas

tres componentes: la fermentacion alcohdlica, la fermentacion lactica y la
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fermentacion acética, debido a la coexistencia de varias levaduras y bacterias en el
medio. Para que el hongo Kombucha logre su reproduccion, es imprescindible que
el entorno cuente con una cantidad adecuada de azucar, y se aconseja emplear hojas
de té negro para acelerar dicho proceso (Ricaurte, Heredia, 2020), segun el autor
(Apaza, Mamani & Choque, Mamani, 2018). Destaca que en el proceso de
fermentacion es crucial el contenido de azUcares, ya que las levaduras se nutren de
glucosa y fructosa. Esto implica que el nivel de °Brix, que oscila entre 7,3y 7,5, es

fundamental para el desarrollo del proceso.

Para poder iniciar una buena fermentacion el autor (Vargas, Lopez &
Vargas, Mora, 2011) menciona que lo Optimo en concentraciones de solidos
solubles como inicio de la fermentacion es de 12 °Brix lo cual es dptimo utilizar
ese valor inicial en los tratamientos. Es por ello que la cantidad de endulzante segun

el autor (Villaroel, Soto et al., 2018) es de 50gr por cada litro de agua.

Sin embargo el autor (Dutta & Paul, 2019) menciona lo siguiente, aunque
diversas investigaciones sugieren el uso de 70 gramos de azucar por litro junto con
5 gramos de hojas de té, se considera que la cantidad 6ptima para la produccion de
etanol y &cidos organicos es de 50 gramos de azucar por litro. Sin embargo,
debemos tener en cuenta que el pH cabe mencionar que el autor (Martinez Leal
et al., 2018) debe llegar a un nivel cercano a 4.2 previo a este se debe detener o
parar la fermentacion especialmente por la sobreproduccién del acido acético que

podria acidificar demasiado la bebida.
4.9.2. Scoby

El SCOBY, cuyas siglas en inglés significan "biopelicula simbiética de
bacterias y levaduras", es ampliamente reconocido por su papel en la produccion de
bebidas fermentadas, como el t¢ kombucha. Esta simbiosis se nutre de los aztcares
presentes en el té endulzado, a traves de tres tipos de fermentacion (lactica,
alcohdlica y acetica), lo que resulta en la produccion de &cidos organicos,
aminoéacidos, sustancias antibioticas, vitaminas y diversos compuestos bioactivos
beneficiosos para la salud humana, muchos de los cuales ain no han sido

completamente identificados (Guzman Ortiz, 2021).
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Dentro de la fermentacion se ven asociadas diferentes bacterias y levaduras

asociadas con la fermentacion de la Kombucha, la cual se detalla a continuacion:

Tabla 2. Bacterias y levaduras asociadas con la fermentacion de la

Kombucha.
Tipo de Microorganismo Definicion
Bacterias
Existen bacterias aerdbicas presentes en la
kombucha, como la acetobacter xylinoides y la
Acetobacter

acetobacter ketogenum, las cuales son capaces
de producir &cido acético y acido gluconico.
Existe  otra  bacteria  aerbbica  que
ocasionalmente puede encontrarse en la
kombucha, la cual tiene la capacidad de
producir &cido l4ctico.

Dentro de la kombucha se encuentra una
Gluconacetobacter bacteria anaerdbica Unica que se alimenta del
kombuchae nitrégeno proveniente del té y genera &cido
acético y acido glucénico como productos.

Lactobacillus

Levaduras
En el kombucha, se encuentran diversas cepas
de levaduras que son las méas frecuentes y que
Saccharomyces tienen la capacidad de producir alcohol. Estas
levaduras presentan variantes tanto aerdbicas
como anaerobicas.
Existe otra variante de levadura que se
encuentra cominmente en la kombucha y tiene
Brettanomyces la capacidad de producir alcohol o é&cido
acético. Esta levadura puede ser tanto aerdbica
como anaerobica.
Esta levadura es exclusiva de la kombucha y
tiene la capacidad de producir alcohol y generar
carbonatacion.

Zygosaccharomyces
kombuchaensis

Fuente:(Ricaurte, Heredia, 2020)

A medida que se prolonga el proceso de fermentacion, los niveles de aztcar

disminuyen ain mas.
4.9.3. Factores que afectan el proceso de fermentacion.
4.9.3.1.Sustrato

Comunmente, la bebida de Kombucha se produce mediante la fermentacion

de tés verdes o negros que han sido endulzados.
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4.9.3.2.Efecto del tiempo

La fermentacion del t¢ de Kombucha suele tener lugar en un rango de
tiempo que va desde 7 hasta 60 dias, y durante este proceso, las actividades
bioldgicas pueden aumentar. No obstante, los resultados mas favorables se han
logrado en un periodo promedio de 15 dias. Cuando se fermenta durante 6 a 10 dias,
se obtiene una bebida refrescante y afrutada, mientras que un tiempo de
fermentacion mas prolongado puede dar lugar a un sabor méas acido, similar al

vinagre (Nyhan et al., 2022)
4.9.3.3.Efecto de la temperatura

Normalmente, los rangos de temperatura para la fermentacion de Kombucha
se sitlian entre 22 °C y 30 °C (Villaroel, Soto et al., 2018).

4.9.3.4.El pH

No obstante, es importante destacar que el valor de pH maés bajo tolerable
no debe descender por debajo de 3, que es el pH del tracto digestivo(Velicanski
etal., 2015).

4.10. Liofilizacion

La técnica de liofilizacibn ha demostrado su utilidad en diversas
aplicaciones a lo largo del tiempo, especialmente cuando se trata de productos
sensibles al calor o inestables en soluciones acuosas durante periodos prolongados.
Este método se ha consolidado como un enfoque efectivo para abordar desafios
relacionados con la estabilidad fisica y quimica de dichos productos.(Rodriguez
et al., 2023).

Este método involucra la inhibicion del metabolismo celular a través de tres
etapas consecutivas. En la primera fase, se lleva a cabo la congelacion de la muestra.
En la segunda fase, el hielo formado se elimina en forma de vapor en un proceso
conocido como sublimacion, el cual ocurre solamente cuando la temperatura y la
presion parcial del vapor de agua son inferiores al punto triple del agua. Por ultimo,
se realiza una etapa de secado para eliminar el exceso de agua que no se evaporo

durante el paso anterior.(Assegehegn et al., 2019).
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4.10.1. Aplicaciones de la liofilizacion

La liofilizacion encuentra su principal aplicacion en el campo farmaceéutico,
donde se utiliza para conservar comprimidos, tejidos, plasma, sueros y otros
productos bioldgicos. También se emplea en la industria quimica para preparar
catalizadores, asi como para el secado de materiales organicos como madera y
flores, y en la preservacion de animales mediante la taxidermia. Ademas, se utiliza
para conservar documentos y libros antiguos. Por otro lado, la liofilizacion ha
ganado relevancia en proyectos multinacionales destinados a preparar alimentos
para astronautas, montafiistas y comandos militares. Sin embargo, en la actualidad,
este mercado se esta ampliando hacia el consumidor comun, gracias a las empresas
alimentarias que han descubierto los beneficios de los alimentos liofilizados,
destacando su intenso sabor, su consistencia crujiente y su atractivo caracter
innovador (Fan et al., 2019).

o. MATERIALES Y METODOS

La investigacion realizada tuvo un enfoque cualitativo y cuantitativo ya que
se midio parametros fisicos-quimicos, compuestos antioxidantes, microbiolégicos,
colorimétrico y sensoriales, el tipo de investigacion fue de caracter experimental ya
que se estudié la base cientifica y métodos de transformacién para la obtencién de
la bebida partiendo de un proceso experimental para definir las variables de estudio
y factores experimentales para poder asi obtener respuestas experimentales de
importancia para el estudio. Los métodos que se emplearon estan sujetos a cada
procedimiento experimental que se requeria durante el desarrollo de la bebida
fermentada y liofilizada. EI proyecto se lo realizo en conjunto entre la Universidad
Técnica de Cotopaxi y el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuarias INIAP

en el Departamento de Nutricion y Calidad.
5.1. Materiales

Se utilizaron equipos de laboratorios como: balanza analitica OHAUS
Adventurer Pro AV213, micropipeta automatica 100-1000ul Microlit, brixometro
digital Milwaukee MA884, pH metro WTW Inolab, cromatégrafo Thermo
Scientific  Evolution 201 UV-Visible Espectrophotometer, liofilizador
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LABCONCO Freeze Dry Sistem, incubadora MEMMERT Inb 400 y reactivos
como: Folin-Ciocalteu, carbonato sédico, fenolftaleina, NaOH, acido galico etc.

5.2. Materia prima

Se utilizaron inflorescencias de jamaica en estado fresco obtenidas en el
mercado del Cantén Machachi las cuales presentaron caracteristicas homogéneas
en cuanto a estado de madurez, color, tamafio y forma; se reviso y verificd que
cumplan con las caracteristicas de calidad tales como una humedad méxima entre
el 80 y 90%, los calices deben estar enteros, sin hongos y con un color rojo oscuro;

la flores de jamaica se lavaron con agua destilada a temperatura ambiente.
5.3. Obtencion de las inflorescencias de jamaica en un medio acuoso

Las inflorescencias de jamaica fueron secadas en el deshidratador Dakota
DKD a una temperatura de 60 °C durante 6 horas hasta alcanzar una humedad
menor al 7% segun la NTE INEN 2392. Se prepararon diluciones con
concentraciones en cantidades especificas de 2.5g, 1259 y 0.625g de
inflorescencias por cada 1000ml de agua destilada a una temperatura de 90°C y se
mantuvo esta condicion durante 3 minutos; se dejo reposar durante 35 minutos y se
procedid afiltrar el liquido a través de una malla de 100um, obteniendo asi extractos
de inflorescencias de jamaica para finalmente caracterizar midiendo pH, densidad,
acidez titulable, y compuestos bioactivos.

5.4. Preparacion del consorcio Scoby

En 1000mL de agua purificada a 90°C, se agreg6 3g de té negro y 60g de
azucar (sacarosa). Se dejo enfriar hasta alcanzar 40°C y se filtr6. Posterior, se
agregd 200mL de kombucha, el liquido se colocd en un recipiente de cristal
transparente y se ferment6 durante 21 dias a una temperatura promedio de 30 °C
(David Barroeta Bonilla et al., 2019).

5.5. Seleccidn del consorcio Scoby

Se seleccionaron los consorcios méas jovenes, aquellos que tienen
aproximadamente 21 dias desde que se formd la capa celuldsica acondicionados

previamente.
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5.6. Preparacion del biorreactor para la fermentacion

Se utiliz6 una incubadora ajustada a una temperatura de 25 °C. Se tomaron
las inflorescencias de jamaica y se colocaron en frascos de vidrio. A las
inflorescencias se les agregd sacarosa comercial, panela y los consorcios Scoby. Se
realizaron muestreos cada 10 horas y se llevaron a cabo mediciones de parametros
fisico-quimicos a lo largo de todo el proceso de fermentacion. Ademas, se evaluaron
los compuestos antioxidantes al inicio y al final de la fermentacion para determinar
el impacto de este proceso en la concentracion de compuestos antioxidantes en la
bebida fermentada de jamaica. La fermentacion se extendié a lo largo de 60
horas.(Alfonso-Acosta et al., 2019).

5.7. Procedimiento para la elaboracion de la bebida fermentada y liofilizada

de jamaica

Para el medio de cultivo se calenté 1000 ml de agua a 90 °C y se colocaron
en frascos de vidrio transparentes, al cual se adiciono las inflorescencias de jamaica
deshidratadas en concentraciones de 2.5, 1.25 y 0.625 g; se adicioné azucar refinada
y panela en concentraciones de 6 % (60g/l) y 8 % (80g/l). Posterior, se afiadio 23 g
de consorcio Scoby activando el proceso de fermentacion aerdbica utilizando una
incubadora ajustada a una temperatura de 25 °C por 60 horas (Alfonso-Acostaet al.,
2019). Al finalizar la fermentacion se filtr6 en un papel filtro whatman 90 mm, se
agreg6 maltodextrina 5 g/100 ml se agitd hasta que se disuelva completamente y se
congel6 a -5 °C por 5 dias. Las muestras congeladas se liofilizaron en el equipo
LABCONCO Freeze Dry Sistem, a una temperatura -20°C y presion de -30 mmHg
por 5 dias, el tiempo dependié del contenido de sélidos solubles presente en las
muestras. Las muestras secas fueron pesadas y pulverizadas para ser empacadas en

fundas plasticas zipper y se almacenaron en refrigeracion a una temperatura 4 °C.
5.8. Analisis fisico-quimicos

El pH se midio utilizando un potenciémetro bajo la Norma Mexicana NMX-
F-317-S-1978. Para la acidez titulable esta se determiné en funcién del porcentaje
de 4cido acético segun la normativa INEN 103. El contenido de sélidos solubles se
midié con un refractometro digital Milwaukee MA884 segln el procedimiento
establecido por la norma NMX-F-103-1982.
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5.9. Anadlisis de compuestos antioxidantes

Los polifenoles se cuantificaron siguiendo el método descrito por
Waterhouse AL (Waterhouse, 2002). Los flavonoides se cuantificaron utilizando
método espectrofotométrico descrito por Quettier-Deleu (Quettier-Deleu et al.,
2000). La capacidad antioxidante se evalu6 mediante el método ABTS descrito por
Murcia KS 24.

5.10. Analisis del recuento microbiologico

Los analisis del recuento microbioldgico de BAL (Bacterias acido lacticas)
se realizacién segun el método PEEMI/LA/40 Petrifilm PTM 041701.

5.11. Anélisis proximal

Se consideraron parametros que fueron evaluados mediante los métodos
AOAC. La humedad se utiliz6 el método gravimétrico por la diferencia de peso de
los compuestos (AOAC 964.22). Las cenizas se determinaron mediante el proceso
de incineracién seca (AOAC 945.38). La proteina cruda se realiz6 mediante el
método Kjeldahl (AOAC, 2001.11-2002). La fibra bruta se determiné mediante una
digestion acida (AOAC 926.09).

5.12. Indice de color de los liofilizados

La determinacién del color se lo realizo con disposicion de 25 g de cada
muestra liofilizada en un vidrio de reloj para determinar las coordenadas L*, a* y
b* mediante un equipo PCE-CSM 2 a escala CIELAB, el valor final se obtuvo a
partir del promedio de tres mediciones en una cdmara aislada a la luz natural. Cada
muestra se colocd en un vidrio de cristal y por debajo una hoja de papel blanco. La
toma de color se realiz6 mediante colorimetria aplicando el método ClElab (AOAC,
985.25).

5.13. Andlisis sensorial

Los liofilizados fueron sometidos a una evaluacion sensorial empleando una
escala heddnica no estructurada de 5 puntos. Las escalas que fueron descritas como

29 ¢ 2% ¢

punto 1 “no me gusta nada”, “no me gusta”,

29 ¢

ni me gusta ni me disgusta”, “me
gusta”, y punto 5 “me gusta mucho” para evaluar atributos como el olor, color,

sabor y aroma se empled un panel de catadores semi-entrenados conformados por
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hombres y mujeres con edades comprendidas entre 20 y 45 afios (Julia Espinosa-

Manfugas ;, s. f.).

5.14. Diagrama de flujo para la elaboracion de la bebida fermentada y

liofilizada de flores de jamaica
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5.15. Andlisis estadistico

Se empled el software Infostat para llevar a cabo el andlisis estadistico. Se

realizd un ANOVA multivariable y se aplicé la prueba de Tukey con un nivel de

significancia del 95% (donde P <0.05) para identificar diferencias de importancia

entre las diferentes muestras. Cada uno de los anélisis se llevaron a cabo mediante

mediciones triplicadas y los resultados se comunicaron en forma de promedios y

desviaciones estandar.

5.15.1. Disefio experimental

Para la obtencion de la bebida fermentada y liofilizada de inflorescencias de

jamaica se aplic6 un modelo estadistico ANOVA de mdltiples factores.

Tabla 3. Variable independiente evaluadas en el disefio experimental

Variable Independiente Dimensiones Indicadores Técnicas e instrumentos
c . d *25¢ Concentracion en base a
oncentraciones de *] 25 | £ limi
) - S 25¢ 0S ensayos nsayos preliminares
inflorescencias de jamaica - :
0.625 ¢ experimentales

*g/L de sacarosa
*g/L de panela
Tipo de Sustratos

Concentracion de los *8 %
sustratos azucarados *6%

Tiempo de fermentacion
de la bebida probiética
liofilizada

Concentracion en base a
los ensayos
experimentales

Basado en fuentes
bibliogréficas

Ensayos preliminares
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Tabla 4. Variable dependiente evaluadas en el disefio experimental

Variable . . . Técnicas e
. Dimensiones Indicadores .
Dependiente instrumentos

*pH
*Acidez
*Solidos solubles (°Brix)

pH (NMX-F-317-S-

Caracteristicas fisico- pH, Acidez, °Brix 1978), acidez (INEN

quimicas 103), solidos solubles
(NMX-F-103-1982)
Combpuestos *polifenoles mg AG/100 ml
P *flavonoides mg Quercetina/100 ml  ABTS

antioxidantes *capacidad antioxidante  pg Trolox Eq /ml

*Presencia de Recuentro de
Recuento . - : .
: S microorganismos UFC microorganismos en
microbiol6gico e
benéficos UFC

humedad (AOAC

*humedad 964.22), cenizas (AOAC

Andlisis oroximal *cenizas diferencia de peso 945.38), proteina cruda

P *proteina gravimétrico método Kjeldahl (AOAC,
*fibra bruta 2001.11-2002), fibra
bruta (AOAC 926.09).

*L

Anadlisis colorimétrico  *C CIELAB Método (AOAC, 985.25)
*H
*color

Andlisis sensorial ~olor cataciones Prueba hedonica no
*sabor estructurada de 5 puntos
*aroma
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5.15.2. Factores de estudio

En el proceso de preparacion de los caldos de cultivo para obtener la bebida
fermentada y liofilizada en el marco de la investigacion, se llevé a cabo un disefio
experimental utilizando un modelo estadistico ANOVA de mdltiples factores con
un nivel de insignificancia de p<0.05. Los resultados surgieron de la combinacion
de los tres factores investigados, las inflorescencias de jamaica con 3 niveles
diferentes de concentraciones, tipos de sustratos azucarados y la concentracion de
sustratos azucarados con dos niveles. Esto generd un total de 12 tratamientos en un

disefio 3x2x2, estos tratamientos se lo realizaron por triplicado.

Tabla 5. Tratamientos

Réplica Tratamientos Combinaciones

t1 (a1baica)
t2(a1bicz)
t3 (a1b2ci)
ts (a1bac2)
ts (azbici)
ts (azbic2)
t7 (azb2ci)
ts (az2bzc2)
to (asbici)
t10 (asbic2)
t11 (asb2c1)

t12(asb2c?)

Inflorescencias de jamaica 2,5 g + 80 g sacarosa
Inflorescencias de jamaica 2,5 g + 60 g sacarosa
Inflorescencias de jamaica 2,5 g + 80 g panela
Inflorescencias de jamaica 2,5 g + 60 g panela.
Inflorescencias de jamaica 1,25 g + 80 g sacarosa
Inflorescencias de jamaica 1,25 g + 60 g sacarosa
Inflorescencias de jamaica 1,25 g + 80 g panela
Inflorescencias de jamaica 1,25 g + 60 g panela
Inflorescencias de jamaica 0,625 g + 80 g sacarosa
Inflorescencias de jamaica 0,625 g + 60 g sacarosa
Inflorescencias de jamaica 0,625 g + 80 g panela

Inflorescencias de jamaica 0,625 g + 60 g panela

6.

RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.  Caracterizacion de las inflorescencias de jamaica

El pH es un pardmetro que guarda relacion con la acidez e influye en la
aceptacién organoléptica de los alimentos. Los resultados de la Tabla 6 muestran
variacion en el pH de las inflorescencias evaluadas, con un menor valor en la
concentracion (2.5g de inflorescencias/1000 ml), debido a una mayor cantidad de

inflorescencias (Chicaiza G. & Flores G., 2016). Dentro de la densidad las tres
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concentraciones de inflorescencias no presentan diferencias significativas, por lo
tanto, no se determind variacién en la densidad; mas, sin embargo, hay un aporte
considerable en el color. La acidez titulable se ve influencia por el pH, es decir
mientras el pH desciende los valores de acidez se van incrementando y a mayor
cantidad de inflorescencias mayor acidez.(Esparza-Aguilar, 2020).

El mayor contenido de polifenoles, flavonoides y capacidad antioxidante se
relaciona también con la concentracion de inflorescencias, a mayor concentracion
de inflorescencias, mayor contenido de compuestos antioxidantes se registra a

consecuencia de los atributos que aporta la jamaica (Cabrera Carranza, 2022).,
como lo indica en la Tabla 6.

Tabla 6. Caracterizacion de las concentraciones de inflorescencias de

jamaica.
Concentraciones de inflorescencias
Analisis Inflorescencia Inflorescencia Inflorescencia
1 2 3
pH 2.97£0.012 3.38+0.03° 4,28+ 0.002°
Densidad (g/ml) 1.0+ 0.028 1.012+ 0.04® 1.01+ 0.01%
Acidez acido acético % 0.035+ 0.03° 0.014+ 0.02@ 0.017+ 0.022
Polifenoles mg AG/100 ml 0.485+0.005° 0.332:0.007° 0.317+0.005?
Flavonoides mg Quercetina/100 ml 0.464+0.03° 0.184+0.01° 0.145+0.022
/Cn?faddad Antioxidante ug Trolox B 7 314.000°  47.108:066°  32.500:0.67¢

*Inflorescencia 1: 2,5 g de flores de jamaica / 1000 ml de agua
*Inflorescencia 2: 1,25 g de flores de jamaica / 1000 ml de agua
*Inflorescencia 3: 0,625 g de flores de jamaica / 1000 ml de agua

*Media = desviacion estandar
6.1.1. Analisis de varianza para las variables de propiedades fisico-quimicas y
compuestos antioxidantes

Las variables pH, acidez y solidos solubles detallado en la Tabla 7, y los
compuestos antioxidantes Tabla 8 fueron analizadas mediante normalidad, donde
se establecié que todas cumplen con la ley normal; por ende, se procedio a
seleccionar un modelo estadistico ANOVA de multiples factores donde se puede

evidenciar a detalle cada variable estudiada.
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Los compuestos bioactivos de manera directa son los responsables de los
efectos beneficiosos para la salud, dado que son procesados, absorbidos y
metabolizados por el organismo, lo que amplia su potencial versatilidad como

posibles enfoques terapéuticos (Lobo et al., 2017).
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Tabla 7. Caracteristicas fisico-quimica a las 60 horas de fermentacion

Tratamientos pH Acidez titulable °Brix
T1 3,06+0.01° 0,07+7.00504 8.17+0.003"
T2 2.99+0.012 0,07+7.00504f 6.36+0.003¢
T3 2,99+0.01° 0,17+7.005-0% 7.56+0.003¢
T4 3,62+0.01° 0,12+7.005%4 6.61+0.003¢
T5 3,38+0.01° 0,03+7.00F04 7.59+0.003¢
T6 3,33+0.01° 0,04+7.005 04 6.46+0.003¢
T7 4,24+0.011 0,12+7.00504 7.32+0.003f
T8 4,12+0.01" 0,09+7.00504n 5.66+0.0032
T9 3,94+0.018 0,06+7.00504 8.34+0.003'

T10 3,52+0.01¢ 0,03+7.005040 5.88+0.003°
T11 4,29+0.01 0,09+7.0050%49 7.66+0.003¢
T12 4,23+0.01 0,07+7.005%4f 6.09+0.003¢

*Resultados expresados como la media + error estandar. Los medios en una misma columna estan indicados con superindices que denota los grupos cuyos valores muestran

diferencias estadisticas significativas (p<0,05).
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Tabla 8. Caracteristicas de compuestos antioxidantes iniciales y finales de la fermentacion

. Polifenoles Flavonoides Cap. antioxidante
Tratamientos - . - . . .
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
T1 0.77+0.01F 0.58+0.01¢ 3.81+0.12°¢ 3.75+0.12°¢ 66.3+2.92f9 11.28+2.92¢
T2 0.73+0.01¢f 1.27+0.01¢ 10.8+0.121 5.93+0.12f 233.82+2.92! 72.434£2.922
T3 1.07+0.01" 0.68+0.01K 7.3+0.12¢ 3.82+0.129 273.04+2.92™ 33.82+2.92h
T4 1.17+0.01) 0.46+0.017 8.55+0.12" 1.81+0.12d¢ 306.37+2.92" 45,59+2,92¢¢
T5 0.48+0.01b¢ 1.12+0.01° 1.55+0.12% 4.65+0.122P 45.22+2,92¢¢ 48.51+2.92¢¢
T6 0.54+0.01¢4d 0.43+0.012P 3.740.12¢ 1.66+0.12% 34.2442 .920¢ 34.29+2 .920¢
T7 1.03+0.01" 1.08+0.01 11.3740.121 4.23+0.12¢d 214.22+2 .92k 52.45+2.924f
T8 0.88+0.019 0.9+0.01¢ 5.89+0.12f 2.38+0.12° 216.18+2.92k 58.33+2.92¢9
T9 0.46+0.01° 0.46+0.01° 3.71+0.12°¢ 1.35+0.12% 24.09+2.92@b 37.08+2.920-d
T10 0.39+0.012 0.37+0.012 5.07+0.12¢4 1.19+0.128 14+2.922 26.01+2.923b
T11 1.34+0.01! 1.13+0.01H 8.57+0.12" 7.29+0.12°¢ 246.57+2.92 93.63+2.92b¢
T12 1.17+0.01i 0.91+0.019 5.84+0.12f 1.74+0.123b 189.71+2.92i 160.29+2.92
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*Resultados expresados como la media + acompafiada de la desviacidn estandar. Los medios en una misma columna estan indicados con superindices a-l que denota los grupos
cuyos valores muestran diferencias estadisticas significativas (p<0,05).



6.1.2. Comparacion de medias mediante Tukey +EE para las variables pH,
acidez y brix, polifenoles, flavonoides y cap. Antioxidante.

Mediante el analisis estadistico realizado entre los tratamientos y el tiempo
aplicado en las variables de estudio, se pudo identificar que significativamente
existio diferencia estadistica en cada uno de ellos a las que se agregaron diferentes
niveles de endulzante (panela y azucar refinada) y concentracion de inflorescencias

de jamaica con relacion al tamario de las muestras experimentales.

6.1.3. Evolucion de los parametros fisico quimico y compuestos antioxidantes

durante la fermentacién

En la figura 3 se ilustra la variacion del pH durante la fermentacion
utilizando diferentes concentraciones de inflorescencias de jamaica y diferente tipo
de sustratos azucarados. Se puede apreciar que después de la inoculacion, los
valores iniciales de pH en las soluciones oscilan entre 6.2 y 3.0, experimentando
una disminucion rpida en las primeras 10 horas, y posteriormente manteniéndose
en un rango promedio de alrededor de 2.7 y 3.8 a lo largo del proceso de
fermentacion, el pH en el proceso de fermentacion y muestra una relacion inversa
con el tiempo, es decir, a medida que el tiempo transcurre, el pH tiende a disminuir
(Donaires Quispe, 2018).
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Figura 3. Interaccion del pH durante las 60 horas de fermentacion

pH
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Durante las 60 horas de fermentacion, se puede aprecia que los tratamientos

que endulzados con panela son los que mayor pH tienen al momento de iniciar el
ciclo fermentativo; sin embargo, los que fueron endulzados con azlcar refinada
tienen un pH mas bajo. La sensibilidad del pH hace que las variaciones de origen
microbiano ocurran con facilidad. Si el pH es superior, se vuelve altamente
propenso a alteraciones microbianas. Por otro lado, un pH inferior resulta
desfavorable para la progresion de la fermentacion malo-lactica (Menéndez
Cevallos & Burgos Briones, 2021). Para un pH optimo los valores de fermentacion
reportado por (Cujilema Tene, 2021) oscila entre 4 y un promedio de 3.28, por lo
cual nuestros datos estan en el rango 6ptimo de una fermentacion con el consorcio
Scoby. La acidez titulable se ve influencia en relacién al pH, como lo indica en la
figura 4; la acidez asciende considerablemente entre los tratamientos a mediad que

pasa en tiempo.
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Figura 4.Interacion de la acidez titulable durante las 60 horas de fermentacion
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Debido a la fermentacidn con el consorcio Scoby los diferentes tratamientos

tuvieron cierta variabilidad de acidez como se puede apreciar en la figura 4, tanto

los tratamientos que fueron endulzados con panela tienen una acidez levemente mas

alta en comparacion con los tratamientos endulzados con azUcar refinada debido a

la formacion de cantidades reducidas de &cido lactico, acido acético, acido

succinico y acido galacturénico durante el proceso de fermentacion. Finalmente en

la fermentacién a una temperatura controlada, se produce una disminucion del &cido

tartarico, que se precipita en forma de bitartrato de potasio y calcio (Abanto &

Martin, 2020). La panela, conocida como azUcar integral de cafia, a diferencia del

azucar refinado, la panela conserva un alto contenido de nutrientes, vitaminas y

minerales, gracias a su proceso de elaboracion completamente natural, lo cual

previene la pérdida de los componentes nutritivos presentes en este producto.
(Grijalva-Vallejos et al., 2020).
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En relacion con los niveles de grados Brix detallados en la figura 5, los
tratamientos experimentales que incorporan diversos endulzantes muestran
inicialmente niveles de contenido de solidos solubles que oscilan entre 8.0 y
5.0°Brix, indicando una disminucién gradual en los solidos totales, sugiriendo que
el consorcio Scoby metaboliz6 una pequefia parte de los azlcares. (Duran et al.,
2014). Los valores segun el autor (Cujilema Tene, 2021) indica que el rango de
solidos solubles pretende en un promedio de 17,38 y esto se debe a la formulacion.
La sacarosa desempefia un papel fundamental en el proceso metabdlico de la
fermentacion con el consorcio Scoby, esta sustancia sirve como fuente de energia,
minerales y nitrdgeno para el cultivo, y se transfieren a las inflorescencias de

jamaica. (Lobo et al., 2017).
Figura 5.Interaccion de los sélidos solubles totales en las 60 horas de fermentacién
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La cantidad de polifenoles experimenté cambios notables dentro de los 12
tratamientos los cuales se puede apreciar en las figuras 6, 7 y 8; segun el autor
(Menéndez Cevallos & Burgos Briones, 2021), menciona que su investigacion
mostro una disminucion del 35 % al tercer dia y del 59 % al séptimo dia de
fermentacion valores comparables con la referencia. Este patron refleja la relacion
inversa entre el contenido total de polifenoles y la duracion de la fermentacion,
existe una tendencia variable por ejemplo: cuando los polifenoles son menores a
<100 mg de &cido géalico (GAE), la capacidad antioxidante es mayor superando los

>100 mg de capacidad antioxidante equivalente trolox (TEAC), esta tendencia se
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verifico en la variabilidad de los resultados para el contenido de polifenoles y
capacidad antioxidante de la investigacion (Tabla 8) (Pallares et al., 2016) . Los
polifenoles y flavonoides constituyen elementos con aportes significativos en la
alimentacion humana, aunque no se clasifican como nutrientes se destacan por su
fuerte capacidad antioxidante, siendo comunes en frutas y verduras dada su
importancia desempefian un papel crucial en la preservacion de la salud, por lo que
resulta relevante incorporarlas en la elaboracion de productos que integren una dieta
balanceada (Arenas Taipe & Diaz Ayon, 2020), en base a los resultados obtenidos
se seleccionaron como mejores tratamientos aquellos que cumplen con estas

propiedades activas, se determinaron como mejores tratamientos al T2, TS5y T11.

Figura 6.Comportamiento inicial y final de los polifenoles
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Figura 7.Comportamiento inicial y final de los flavonoides
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Figura 8.Comportamiento inicial y final de la Capacidad antioxidante
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6.1.4. Recuento microbioldgico de bacterias acido lacticas

Tabla 9. Analisis microbiologico de Bacterias Acido Lé&cticas (BAL)

Resultados
Tratamiento Parametro Unidad Método Fase Fase
liquida liofilizada
Recuento de PEE.M"LAMO
T2 BAL ufc/g Petrifilm PTM <10 <10
041701
PEEMI/LA/40
TS5 g%‘jemo d iy PetrifilmPTM <10 <10
041701
Recuento de PEE.MVLAMO
T11 BAL ufc/g Petrifilm PTM  4.2x103 <10
041701

En la bebida se verifico la presencia de bacterias acido lacticas en fase
liquida para el tratamiento T11 (4.2x10° UFC), segun investigaciones cientificas las
bacterias acido lacticas (BAL) contribuyen a la mejora de la salud gracias a los
productos metabdlicos generados por las actividades biologicas de los
microorganismo, por lo tanto, la presencia de BAL inducen modificaciones en el
entorno intestinal de forma positiva (Mera et al., 2019). En la tabla 9 se muestran
los resultados del recuento microbiolédgico de los tres tratamientos, en la etapa de
liofilizacion de la bebida fermentada de inflorescencias de jamaica el recuento
microbiano disminuy6 considerablemente, debido a que la resistencia de los
microorganismos esta ligada a factores inherentes, que incluyen la categoria
taxondmica a la que pertenecen (género y especie, estabilidad genética; la capacidad
de mantener un recuento elevado de células, alrededor de 1x10° — 1x10’ UFC;
temperatura de secado, el tamafio de los granulos a secar y la humedad final del
producto) (Vivek et al., 2023). Por lo tanto la severidad del proceso de liofilizacion
no favorecio a la conservacién de los microorganismos por lo cual para proximos
estudios se recomienda utilizar lioprotectores, para incrementar la tasa de sobrevida

microbiana (Rodriguez et al., 2023).
6.1.5. Analisis proximal

Con base a los resultados obtenido del analisis proximal, se puede observar
que existe diferencia entre tratamientos respecto a las variables de estudio. Para la
proteina se determind un valor de 0.219% esto es crucial notar que, aunque la

fermentacion suele aumentar en términos generales la disponibilidad de proteinas,
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algunas cepas bacterianas especificas podrian consumir y disminuir la cantidad de
ciertos aminodcidos esenciales, lo que resultaria en una disminucion del valor
nutricional del alimento (Gomez-Gallego etal., 2020). La proteina obtenidos
mediante la liofilizacion, segun los hallazgos de Roa que indican un contenido del
0.94%, sugieren que los liofilizados de inflorescencias de jamaica analizados en
esta investigacion exhiben un porcentaje significativamente bajo de proteina en
comparacion con la referencia proporcionada por el autor mencionado (Roa
Condori & Bolivar Viza, 2020) en relacion con el contenido proteico segun los
resultados de la investigacion; se observa que la fibra cruda presenta valores bajos.
Es importante sefialar que la fibra cruda tiende a exhibir valores considerablemente
inferiores en comparacion con la fibra dietética total. Este fendmeno se debe al
enfoque mas riguroso del método utilizado para calcular la fibra cruda, el cual se
centra exclusivamente en el material que no es susceptible de descomposicion
(Morales,Miguel, 2016). Los porcentajes de humedad y ceniza en los liofilizados
muestran variaciones con respecto a los datos obtenidos por Solari, quien logré
reducir la humedad a 8.17% y mantener el contenido de cenizas en un bajo 1.39%.
Estos resultados indican una mejora en la calidad del proceso de fermentacion y
liofilizacién, ya que se evidencia una reduccion significativa en el contenido de
humedad y una retencién eficiente de bajos niveles de ceniza en comparacion con

los datos proporcionados por el mencionado autor(Solari-Godifio et al., 2017).

Tabla 10.Analisis proximal

Analisis Contenido (%)
T2 T5 T11
Proteina 0.081+0.00°  0.025+0.00° 0.219+0.00°¢
Fibra cruda 0.4+0.02°  0.3005+0.00° 0.15+0.022
Cenizas 0.23+0.01° 0.17+0.002 0.8+0.02°
Humedad 4.89+0.02°  0.3424+0.00° 6.06+0.02°

*Resultados expresados como la media + acompafiada de la desviacion estandar. Los medios en una misma
columna estan indicados con superindices a-c que denota los grupos cuyos valores muestran diferencias
estadisticas significativas (p<0,05).

6.1.6. Determinacién de minerales

La determinacion de minerales destaca al T11 como el mejor tratamiento
con respecto al contenido de macro y microelementos a diferencia del tratamiento
T2y T5. (Gomez-Gallego et al., 2020).
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En relacion a los macroelementos, el T11 exhibio niveles elevados de
foésforo, potasio y calcio, registrando concentraciones de (0.031, 0.384 y 0.051 mg
%), respectivamente. En cuanto al contenido de hierro, se observé una
concentracion de 9.38 mg/L. De acuerdo con las pautas del Instituto de Medicina
de Estados Unidos, se estima que una persona adulta promedio requiere
aproximadamente 8 mg de hierro al dia para cubrir sus necesidades diarias.
(Obregon La Rosa et al., 2021). El contenido de cobre es inferior a 0.10 dado que
el cobre desempefia un papel crucial como componente enzimatico vinculado al
metabolismo del hierro, se estima que una ingesta diaria de aproximadamente 0.7 a
0.9 mg de cobre es necesaria para satisfacer los requerimientos nutricionales
(Obregon La Rosa et al., 2021). Las concentraciones de sodio (Na), hierro (Fe) y
magnesio (Mg) mostraron niveles elevados, segun el estudio llevado a cabo por el
autor (de Carvalho Augusto, 2020),. Se observo que los valores de sodio y magnesio
fueron bajos, mientras que el hierro presentd concentraciones altas. Se plantea que
las variaciones en los porcentajes en peso pueden atribuirse a diversos factores, tales
como la variante de la cepa utilizada, asi como el estado metabdlico el tipo de

sustrato (azucar o panela).

Tabla 11.Determinacion de macro y microelementos

Identificacion T2 T5 Ti1

P (%) 0.0003:0.00° 0.0001+0.007 0.031+0.00¢
K (%) 0.045+0.00? 0.044+0.00? 0.384+0.00°
Ca (%) 0.049:0.00% 0.043+0.00? 0.051:0.00°
Mg (%) 0.006£0.00° 0.007:0.00° 0.024+0.00
S (%) 0.003+0.00? 0.004+0.00? 0.027+0.00°
Na (ppm) 0.017+0.00° 0.008+0.00? 0.003+0.00?
B (ppm) 6.40+0.08° 1.70£0.01° 1.10+0.03
Zn (ppm) 9.80:0.04°¢ 5.10+0.06° 4.50+0.05°
Cu (ppm) 0.16+0.01° <0.10:0.012 <0.10:0.01°
Fe (ppm) 5.09:0.02° 4.97+0.02% 9.38:0.02°
Mn (ppm) 1.27+0.02° 0.67+0.03? 1.30:0.07°

*Resultados expresados como la media + error estandar. Los medios en una misma fila estan indicados con
superindices que denota los grupos cuyos valores muestran diferencias estadisticas significativas (p<0,05).
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6.1.7. Andlisis estadistico de la variacion de color de las bebidas fermentadas
de jamaica

Tabla 12.Andlisis de varianza de color

Tratamientos L* Cc* H*
Tratamiento 2 57.57+4.612 17.85+0.78° 348.91+1.01°
Tratamiento 5 56.83+4.612 21.02+0.78° 343.62+1.01°
Tratamiento 11 47.81+4.61° 27.52+0.782 34.43+1.012
p-valué 0.02639 <0,0001 <0,0001

*Resultados expresados como la media + acompafiada de la desviacion estandar. Los medios en una misma
fila estan indicados con superindices a-c que denota los grupos cuyos valores muestran diferencias
estadisticas significativas (p<0,05).

Mediante el analisis de varianza (ANOVA), se pudo identificar que la
luminosidad, croma y el tono en relacion a los tratamientos (T2; T5 y T11)
incidieron de manera significativa a nivel estadistico, ya que el p-valué es (<0.05).
Esto se debe al proceso fermentativo y a la formulacion planteada, el color del
tratamiento 11 esta influenciado por la presencia de azucares como la sacarosa y
fructosa, sales minerales y otros constituyentes de la panela (Martinez et al., 2016).
En las caracteristicas de los colores (L*, C* y H*) desde el inicio hasta el final de
la fermentacion se ven influenciado a la cantidad de concentraciones de
inflorescencias de jamaica (Jahidul & Kabir, 2019), reflejandose en la intensidad
del color con respecto a su luminosidad en interseccion con su cromaticidad y

tonalidad.
6.2. Evaluacion sensorial

A partir de la evaluacion, la capacidad antioxidante, los niveles de
polifenoles y flavonoides, asi como de los parametros fisico-quimicos, se
identificaron como los tratamientos mas destacados fueron: T2, T5 y T11 después
de un proceso de fermentacion y liofilizacién bajo condiciones controladas. Se llevo
a cabo la evaluacion sensorial, se contd con la participacion de un grupo de
catadores semi-entrenados, compuesto hombres y mujeres con edades
comprendidas entre los 20 y 45 afios, quienes desempefian sus labores en la Estacion
Experimental Santa Catalina del INIAP. A estos catadores se les proporcionaron
muestras del producto y se les administrd el instrumento de evaluacion, lo que
permitio determinar cudl de las tres bebidas fermentadas y liofilizadas resulté ser la

mejor en términos de calidad y aceptacion.
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Figura 9.Evaluacion sensorial de las bebidas fermentadas de jamaica
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Los catadores evaluaron el pardmetro de aceptabilidad segun las categorias
de "Me gusta mucho", "Me gusta”, "ni me gusta ni me disgusta”, "Me disgusta” y
"me disgusta mucho", se pudo observar (ver Figura 9) que el tratamiento T11 de la
bebida fermentada de jamaica (0.625g de inflorescencia de jamaica/8%panela)
obtuvo una alta aceptacion en términos de color, olor, sabor y aroma. Este
tratamiento se destacO como el mejor en términos de caracteristicas sensoriales
agradables, convirtiendo la bebida en una opcidn atractiva e innovadora para los

catadores.
7. CONCLUSIONES

e El consorcio Scoby tuvo influencia en el proceso de fermentacion lo cual se
evidencia la disminucion del pH y los sélidos solubles mientras que la

acidez tuvo un aumento.

e La bebida fermentada en concentracién de 0.625g inflorescencias de
jamaica y al 8% de panela determinado como el mejor tratamiento
experiment6 un descenso en su contenido de compuestos antioxidantes, esto

se debid a la fermentacion y a los minerales presentes en la panela.

e Los datos arrojados en el recuentro microbiolégico de bacterias acido
lacticas se evidencio que la liofilizacién no favorecié en lo absoluto la
presencia de microorganismos benéficos, cabe mencionar que en la fase
liquida al final de la fermentacion si se evidencio bacterias acido lacticas
4.2x10°UFC/g presente en el T11.
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e En base al andlisis sensorial revelé que los catadores prefirieron la bebida
liofilizada con una concentracién de 0.625 g de flores de jamaica endulzada

con panela en proporcién del 8% (Tratamiento T11).

e En este estudio se introduce una novedosa técnica como opcion de una
bebida fermentada y liofilizada que contiene compuestos bioactivos y

propiedades activas, utilizando inflorescencias de jamaica.
8. RECOMENDACIONES

e Es fundamental investigar los posibles usos de la flor de jamaica debido a
su origen en los Andes y Amazonia gracias a su riqueza en antioxidantes,

vitaminas y minerales.

e Sesugiere llevar a cabo un analisis molecular para una identificacion precisa
de las cepas bacterianas y de levadura que conforman el consorcio del hongo
Scoby.

e Se recomienda al momento de la liofilizacién tener en cuenta ya que este
método al ser susceptible a la presencia de humedad del ambiente puede
generar gue los productos finales se deterioren y por ende no quede con las
caracteristicas adecuadas a un liofilizado teniendo en cuenta que, si se
requiere un alimento o bebida probiética, esta influye mucho ya que este
microorganismo no resiste a ciertas presiones y tiempo de exposicion ante

esta tecnologia.
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10.  ANEXOS

10.1. Analisis de varianza de pH

Ph
Variable N R2 R2 Aj cv
Ph 216 1 0.99 1.49
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Il1)
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 111.85 71 1.58 515.72 <0,0001
Tratamiento 42.46 11 3.86 1263.53 <0,0001
Tiempo 45.44 5 9.09 2975.18 <0,0001
Tratamiento*Tiempo 23.95 55 0.44 142.58 <0,0001
Error 0.44 144 3.10E-03
Total 112.29 215

*SC: suma de los cuadrados

*gl: grados de libertad

*CM: cuadro medio

*C: coeficiente

*p-valor: <0.0001

10.2. Analisis de varianza de acidez
Acidez
Variable N R? R2 Aj cVv
Acidez 216 1 1 3.65
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.59 71 0.01 951.75 <0,0001
Tratamiento 0.32 11 0.03 3354.5 <0,0001
Tiempo 0.2 5 0.04 4675.3 <0,0001
Tratamiento*Tiempo 0.06 55 1.20E-03 132.69 <0,0001
Error 1.30E-03 144 8.70E-06
Total 0.59 215

*SC: suma de los cuadrados

*gl: grados de libertad

*CM: cuadro medio

*C: coeficiente

*p-valor: <0.0001

10.3. Andlisis de varianza de brix
Brix
Variable N R? R2 Aj cv
Brix 216 0.99 0.98 1.76
Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo I1)
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 168.6 71 2.37 158.05 <0,0001
Tratamiento 163.66 11 14.88 990.27 <0,0001
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Tiempo 3.27 5 0.65 43.57 <0,0001
Tratamiento*Tiempo 1.66 55 0.03 2.01 0.0005
Error 2.16 144 0.02
Total 170.76 215

*SC: suma de los cuadrados

*gl: grados de libertad

*CM: cuadro medio

*C: coeficiente

*p-valor: <0.0001

10.4. Andlisis de varianza de polifenoles
Polifenoles (mg AG/100ml)
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 6.89 23 0.3 643 <0,0001
Trat 6.53 11 0.59 1274.14 <0,0001
Vida util 0.05 1 0.05 113.43 <0,0001
Trat*Vida util 0.31 11 0.03 60 <0,0001
Error 0.02 48 4.70E-04
Total 6.92 71

*SC: suma de los cuadrados

*gl: grados de libertad

*CM: cuadro medio

*C: coeficiente

*p-valor: <0.0001

10.5. Analisis de varianza de flavonoides
Flavonoides (mg Quercetina/100ml)
Variable N R2 R2 Aj CcVv
Flavonoides 72 1 0.99 4.39
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 596.46 23 25.93 577.39 <0,0001
Trat 346.68 11 31.52 701.69 <0,0001
Vida util 165.37 1 165.37 3681.92 <0,0001
Trat*Vida util 84.42 11 7.67 170.86 <0,0001
Error 2.16 48 0.04
Total 598.62 71

*SC: suma de los cuadrados
*gl: grados de libertad
*CM: cuadro medio

*C: coeficiente

*p-valor: <0.0001
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10.6. Analisis de varianza de Capacidad antioxidante

Cap. Antiox (uM Trolox Eq /100ml)

Variable N R2

Cap. Antiox 72 1

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl

Modelo 622182.09 23

Trat 251241.05 11

Vida util 177026.88 1
Trat*Vida util 193914.16 11

Error 1231.6 48

Total 623413.69 71

R2 Aj
1

CM
27051.4
22840.1
177026.88
17628.56
25.66

Ccv
4.79

F
1054.29
890.16
6899.38
687.05

p-valor

<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001

*SC: suma de los cuadrados

*gl: grados de libertad
*CM: cuadro medio
*C: coeficiente
*p-valor: <0.0001

10.7. Analisis de varianza para las variables pH, acidez y brix, polifenoles,

flavonoides y cap. antioxidante.

Variables Factores P —valor Decision
Tratamiento <0.0001 *x
pH Tiempo <0.0001 **
Tratamiento *tiempo <0.0001 **
Tratamiento <0.0001 **
Acidez Tiempo <0.0001 **
Tratamiento *tiempo <0.0001 **
Tratamiento <0.0001 **
Brix Tiempo <0.0001 il
Tratamiento *tiempo 0,0005 fakad
Tratamiento <0.0001 **
Polifenoles Tiempo <0.0001 **
Tratamiento *tiempo <0.0001 **
Tratamiento <0.0001 **
Flavonoides Tiempo <0.0001 **
Tratamiento *tiempo <0.0001 **
Capacidad T_ratamiento <0.0001 **
Antioxidante Tiempo . <0.0001 o
Tratamiento *tiempo <0.0001 *x
*p-valor
*Horas <0,0001

*Tratamientos <0,0001

*Tratamiento vs tratamientos <0,0001
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10.8. Fotografias
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10.9. Grafica 1 Interaccion pH
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10.11. Grafica 3 Interaccion de Brix
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10.12. Grafica 4 Interaccion de flavonoides
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Polifenoles

10.13. Grafica 5 Interaccion de polifenoles
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10.14. Grafica 6 Interaccidn de la capacidad antioxidante
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10.15. Encuesta sensorial de la bebida fermentada de jamaica

Bebida fermentada y liofilizada de inflorescencias de jamaica

KOMBUCHA DE FLORES DE JAMAICA

1) Olor
Tratamiento | No me gusta nada | No me gusta | Ni me gusta ni Me gusta | Me gusta mucho
me disgusta
T2
T5
T11
2) Color
Tratamiento | No me gusta nada | No me gusta | Ni me gusta ni Me gusta | Me gusta mucho
me disgusta
T2
T5
T5
3) Sabor
Tratamiento | No me gusta nada | No me gusta | Ni me gusta ni Me gusta | Me gusta mucho
me disgusta
T2
T5
T11
4) Aroma
Tratamiento | No me gusta nada | No me gusta | Ni me gusta ni Me gusta | Me gusta mucho
me disgusta
T2
T5
T11
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ABSTRACT

A study was conducted to characterize the inflorescences of hibiscus in
concentrations of (0.62 g, 1.25 g, and 2.5 g per 1000 ml of water). The influence of
fermentation was analyzed in combination with the Scoby consortium (Symbiotic
culture of bacteria and yeast), through the evaluation of physicochemical properties,
antioxidant compounds, microbiological aspects, colorimetry, proximate analysis,
and sensory analysis. The fermentation was carried out for 60 hours, using different
standardized methods based on pH, titratable acidity, soluble solids, and antioxidant
compounds. After fermentation, the treatments (beverages) were lyophilized at a
temperature of -20°C and pressure of -30 mmHg for 5 days, and maltodextrin (5
0/100 ml) was additionally used. The best treatments were determined based on the
content of polyphenols, flavonoids, and antioxidant capacity. Microbiological
analyses of lactic acid bacteria, proximate analyses, minerals, colorimetry
(CIELAB), and finally a sensory analysis were conducted. At the end of the
research, it was determined that treatment 11 (0.625¢g of hibiscus inflorescences
with 8% panela) showed a content of lactic acid bacteria of 4.2x10° CFU,
polyphenols of 1.13 mg GAE/100 ml, flavonoids of 7.29 mg of quercetin/100 ml,
antioxidant capacity of 93.63 pg of Trolox equivalent/100 ml, 0.21% protein,
0.80% ash, 6.06% moisture, and 9.38 ppm in iron content, which was selected as
the best treatment due to these results.

Keywords: bioactive compounds, characterization, fermentation, hibiscus,
lyophilization

INTRODUCTION

One of the challenges for the agri-food industry is to find new sources of raw
materials to engage in the production of fermented beverages and other food
products. Consequently, a wide range of fermented products has been developed to
meet the new requirements of consumers. The constant growth of the market forces
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producers to innovate, necessitating research into alternative non-traditional
beverages, such as those made from hibiscus flowers(Viteri Borja, J.G. et al., 2022).

Kombucha is a healthy, refreshing fermented beverage that originated in China. It
has gained popularity due to its medicinal properties as an antibacterial, antioxidant,
anticarcinogenic, antidiabetic, and for the treatment of peptic ulcers and high
cholesterol(Coelho et al., 2020). Kombucha is prepared by steeping black tea leaves
in hot water with a sweetener (sucrose), to which a mother culture consisting of a
symbiosis of bacteria (Lactobacillus and Lactococcus) and yeasts
(Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes ludwigii, Kloeckera apiculata,
Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora delbrueckii,
and Brettanomyces bruxellensis) is added. The bacteria and yeasts generate
cellulose and form a fibrous part. The result is a refreshing drink with various
metabolites such as bacteriocin, ethanol, organic acids, vitamins, probiotics, sugars,
polyphenols, antioxidants, and amino acids(Freitas et al., 2022).

The fermentation of kombucha results from the interaction of three components:
alcoholic, lactic, and acetic fermentation. For the bacterial and fungal consortium
to reproduce, a specific amount of sugar is essential, and the use of black tea leaves
is advised to accelerate the process(Ricaurte, Heredia, 2020). The fermentative
process highlights a critical control point(Apaza, Mamani & Choque, Mamani,
2018), as it depends on the amount and type of sugar used. This symbiosis feeds on
the sugars in the sweetened tea, resulting in the production of organic acids, amino
acids, antibiotic substances, vitamins, and various bioactive compounds beneficial
to human health, many of which have not yet been fully identified(Guzman Ortiz,
2021). The presence of antioxidant compounds in kombucha, such as flavonoids,
phytosterols, and polyphenols, provides significant health benefits. These
functional compounds are used not only in the food industry but also in the health
sector(Chakravorty et al., 2016).

However, although lactic acid bacteria (LAB) play an important role in the probiotic
properties of kombucha, this group of bacteria is not necessarily present in all
microbial strains of this beverage(Vargas et al., 2021). The hibiscus flower or cardo
(Hibiscus sabdariffa L.) can be the main ingredient for developing such beverages.
Hibiscus is a plant from the Malvaceae family, Hibiscus genus, and sabdariffa L.
species, producing white, yellowish, or pink flowers. It has a calyx that, depending
on the variety and maturity stage, can be brown, red, or purple(Montafio Arango,
Oscar. et al., 2023). It is a plant native to the Indian region and spread to Malaysia,
where it is appreciated for its calyces(Rosado Coraizaca, K., 2020), used to prepare
tea, wine, coloring sausages, jellies, syrups, candies, jams, preserves, desserts,
cakes, sauces, among others(Hidalgo, Villatoro etal., 2009). Hibiscus flowers
contain chemical substances including phytochemicals (anthocyanins, carotenes,
Xenonin), nutrients, vitamins, minerals, carbohydrates, proteins, fats, ashes, organic
acids (citric acid, ascorbic acid, maleic acid, hibiscus acid, oxalic acid, tartaric acid),
flavonoids, mainly anthocyanins (delphinidin-3-glucoside, sambubioside,
anthocyanin-3-sambubioside), phytosterols, polyphenols, water-soluble(Ezzat
et al., 2016) antioxidants, polysaccharides (mucilages), saponins, pectin(lzquierdo,
Vega et al., 2020), alkaloids, ascorbic acid, beta-carotene, vitamins B1, B2, C, D,
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and E(Castafieda & Caceres, 2014), all of which have beneficial health effects(Riaz
& Chopra, 2018).

Lyophilization has proven its utility in various applications, especially for heat-
sensitive or unstable products in aqueous solutions over prolonged
periods(Rodriguez etal., 2023). This method involves inhibiting cellular
metabolism through three consecutive stages. The first phase involves freezing the
sample; in the second phase, the formed ice is removed as vapor in a process known
as sublimation, which occurs only when the temperature and partial pressure of
water vapor are below the triple point of water. Finally, a drying stage is performed
to eliminate excess water not evaporated in the previous step(Assegehegn et al.,
2019) .

Different foods are classified as energetic and functional foods, such as cream
sweetened with honey(Salamanca G et al., 2010), aloe vera juice as a natural
nutritional supplement enriched with essential nutrients for the body(Silva et al.,
2013), among other products available in the market.

The research aimed to create a lyophilized, fermented beverage with hibiscus
inflorescences to evaluate the fermentative process and study the bioactive
compounds, conduct physicochemical, mineral, microbiological analyses, and a
sensory analysis of the final product. The content of polyphenols, flavonoids, and
antioxidant capacity was determined at the beginning and end of fermentation to
understand the impact of the Scoby (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast)
consortium on the fermentation with hibiscus inflorescences.

MATERIALS AND METHODS

The project was carried out through a joint effort between the Technical University
of Cotopaxi (UTC) and the National Institute of Agricultural Research (INIAP) in
the Department of Nutrition and Quality, where physical-chemical parameters,
antioxidant compounds, microbiological aspects, proximate analysis, colorimetric
and sensory analyses were measured. Additionally, the research was experimental
in nature due to the manipulation of variables under different conditions.

Acquisition of Hibiscus Aqueous Inflorescences

The process began with the purchase of fresh hibiscus flowers from the general
market of the Machachi canton, ensuring they met quality characteristics such as
moisture (80-90%); whole calyces, free of fungi, and with a dark red color as per
the NMX-FF-115-SCFI-2010. The inflorescences were washed with distilled water
at room temperature; then, they were dehydrated using a Dakota DKD equipment
at 60 °C for 6 hours until reaching a moisture content of less than 7%, as established
by the NTE INEN 2392. One liter of water was heated to 90 °C and placed in
transparent glass jars, to which dehydrated hibiscus inflorescences were added in
concentrations of 2.5 (I11); 1.25 (I12), and 0.625 (13). The aqueous hibiscus
inflorescences were analyzed based on their physical-chemical properties.

Preparation of the Scoby Consortium

For the preparation of the Scoby consortium, 1 liter of purified water was heated to
90 °C, to which 3 g of black tea and 60 g of sugar (sucrose) were added. It was
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cooled to 40 °C and filtered. Subsequently, 200 ml of kombucha was added, the
fluid was placed in a transparent glass container and fermented for 21 days at an
average temperature of 30 °C(David Barroeta Bonilla et al., 2019).

Procedure for the Preparation of the Fermented and Lyophilized Beverage of
Hibiscus Inflorescences

Once the aqueous hibiscus inflorescences were obtained, sugar and cane sugar
panela were added in concentrations of 6% (60g/L) and 8% (80g/L). Subsequently,
23 g of Scoby consortium (previously fermented for 21 days) was added, aiming to
perform aerobic fermentation, using an incubator set to a temperature of 25 °C for
60 hours. Sampling was conducted every 10 hours, and physical-chemical
parameters were measured throughout the fermentation process. Additionally,
antioxidant compounds were evaluated at the beginning and end of fermentation, to
determine the concentration of bioactive compounds present in the fermented
hibiscus inflorescences beverage(Alfonso-Acosta et al., 2019). After fermentation,
the mixture was filtered using a Whatman 90 mm filter paper, maltodextrin 5 g/100
ml was added, stirred until completely dissolved, frozen at -50 °C for 5 days. The
frozen samples were lyophilized in a LABCONCO Freeze Dry System, at a
temperature of -20°C and pressure of -30 mmHg for 5 days. The dry samples were
weighed and ground, packaged in zipper plastic bags, and stored at a temperature
of 4 °C.

Physical-Chemical Analysis

The pH was determined using a WTW INOLAB potentiometer according to the
NMX-F-317-S-1978 standard. Titratable acidity was measured based on acetic acid
content according to NTE INEN 103. Soluble solids were measured with a
MILWAUKEE MA884 digital refractometer according to the procedure
established by NMX-F-103-1982.

Antioxidant Compounds Analysis

The evaluation of total polyphenols was carried out using the method described by
Waterhouse AL(Waterhouse, 2002). Flavonoids were quantified using the method
described by Quettier-Deleu(Quettier-Deleu et al., 2000), and the antioxidant
capacity was evaluated using the ABTS method described by Murcia KS(Murcia &
Castafieda, 2022).

Microbiological Analysis

Microbiological counts of LAB were performed according to the PEEMI/LA/40
Petrifilm PTM 041701 method.

Proximate Analysis

Proximate analyses considered parameters evaluated by AOAC methods. Moisture
was determined using the gravimetric method by the weight difference of the
compounds (AOAC 964.22). Ashes were determined by dry incineration (AOAC
945.38). Crude protein was carried out using the Kjeldahl method (AOAC,
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2001.11-2002) and crude fiber was determined by an acid digestion (AOAC
926.09).

Color Index of the Lyophilized Products

The color determination was carried out with 25 g of each lyophilized sample to
determine the L*, a*, and b* coordinates using a PCE-CSM 2 equipment on the
CIELAB scale, the final value was obtained from the average of three
measurements in a chamber isolated from natural light. Color measurement was
performed using colorimetry applying the CIElab method (AOAC, 985.25).

Sensory Analysis

The beverages were subjected to sensory evaluation using a non-structured 5-point
hedonic scale to evaluate attributes such as odor, color, flavor, and aroma. A panel
of semi-trained tasters aged between 20 and 45 years was employed(Julia Espinosa-
Manfugas ;, s. f.).

Statistical Analysis

A multivariable ANOVA was conducted, and Tukey's test was applied with a 95%
significance level to identify differences between samples, using Infostat 2.0 and R
commander software. Each analysis was carried out through triplicate
measurements and the results were reported as averages and standard deviations.
As a result of the combinations between variables, 12 treatments were obtained.

RESULTS
Characterization of the Aqueous Hibiscus Inflorescences

The results in Table 1 show statistical variability among the aqueous hibiscus
inflorescences. Regarding pH, a lower value is observed in “I1” (2.5 g
inflorescences/1L), due to a higher concentration of inflorescences compared to 12
and 13(Chicaiza G. & Flores G., 2016). Density did not show any statistically
significant difference, indicating that the concentrations of the hibiscus
inflorescences did not influence this variable. The titratable acidity is influenced by
the pH of each inflorescence; in 11, the acidity is slightly higher than in 12 and 13,
which is attributed to the difference in inflorescence concentration(Esparza-
Aguilar, 2020).

The polyphenols, flavonoids, and antioxidant capacity showed that the higher the
concentration of inflorescences, the higher the content of antioxidant compounds,
which is due to the attribute’s characteristic of the hibiscus flower(Cabrera
Carranza, 2022).

Table 1. Physical-Chemical Parameters and Antioxidant Compounds of the Hibiscus Inflorescences

Variables Treatments
|1 |2 |3

pH 2.97+0.022 3.38+0.02° 4.27+0.02°
Density (g/ml) 1.0+ 0.022 1.01+ 0.04% 1.01+0.01%®
Acetic Acid Acidity% 0.03+0.03° 0.01+ 0.022 0.02+ 0.022
Polyphenols mg GAE/100 ml 0.48+0.002¢ 0.33+0.001° 0.32+0.00?
Flavonoids mg Quercetin/100 ml 0.46+0.03¢ 0.18+ 0.03° 0.15+ 0.022
Antioxidant Capacity pg Trolox Eq /ml 74.33+0.02° 47.11+0.00° 32.33+0.212

Inflorescence 1 (I11): 2.5 g of hibiscus flowers / 1000 ml of water
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Inflorescence 2 (12): 1.25 g of hibiscus flowers / 1000 ml of water
Inflorescence 3 (13): 0.625 g of hibiscus flowers / 1000 ml of water
Mean + standard deviation

Bioactive compounds are directly responsible for health benefits, as they are processed, absorbed, and
metabolized by the body, which broadens their potential versatility as possible therapeutic approaches(LObO
etal., 2017).

Comparison of Mean Values of pH, Acidity, Brix, Polyphenols, Flavonoids,
and Antioxidant Capacity in the Beverages

The statistical analysis conducted among the treatments and fermentation time
identified significant differences at the statistical level. For each analysis, samples
were taken at 10-hour intervals. It can be highlighted that the most important
variables within the study were the antioxidant compounds. Sucrose plays a
fundamental role in the metabolic process of fermentation with the Scoby
consortium. These components serve as a source of energy, minerals, and nitrogen
for the culture, and are transferred to the liquid of the hibiscus inflorescences.
Consumers who suffer from diabetes often opt to prolong the fermentation time of
kombucha, in order to minimize the sugar content, resulting in the presence of
fructose as residual sugar(Lobo et al., 2017).

Table 2. Physicochemical Characteristics at 60 Hours of Fermentation

Treatments pH Titratable Acidity °Brix
T1 3,06+0.01° 0,07+7.00F-04 8.17+0.003"
T2 2.99+0.018 0,07+7.005-04 6.36+0.003¢
Ts 2,99+0.01° 0,17+7.005-04 7.56+0.003¢
Ta 3,62+0.01 0,12+7.005-04 6.61+0.003¢
Ts 3,38+0.01°¢ 0,03+7.005-042 7.59+0.0039
Te 3,33+0.01°¢ 0,04+7.005-04 6.46+0.003¢
T7 4,24+0.011 0,12+7.005-%4 7.32+0.003f
Ts 4,12+0.01" 0,09+7.005-04n 5.66+0.0032
To 3,94+0.019 0,06+7.005-04 8.34+0.003'
Tio 3,52+0.01¢ 0,03+7.005-040 5.88+0.003°
Tu 4,29+0.01i 0,09+7.005-%49 7.66+0.003¢
T 4,23+0.011 0,07+7.005-04 6.09+0.003°

Results are expressed as the mean + standard error. Values in the same column are indicated with superscripts
denoting groups whose values show statistically significant differences (p<0.05).

Table 3. Initial and Final Characteristics of Antioxidant Compounds

Treatments Polyphenols Flavonoids Antioxidant Capacity
Initial Final Initial Final Initial Final

T1 0.77+0.01f 0.58+0.01¢ 3.81+0.12°¢ 3.7510.12°¢ 66.3+2.92F9 11.28+2.929
T2 0.730.01¢f 1.27+£0.01° 10.8+0.12 5.9340.12f 233.82+2.92! 72.43+2.922
T3 1.07+0.01" 0.68+0.01K 7.3+0.129 3.82+0.129  273.04+2.92™ 33.82+2,92"
T4 1.17+0.01) 0.46+0.01" 8.55+0.12"  1.81+0.12%¢  306.37+2.92"  45.59+2.92¢¢
Ts 0.48+0.01°¢ 1.12+0.01° 1.55+0.122  4.65+0.12%  45.2242.92¢¢  48.51+2,92¢¢
Te 0.54+0.01%¢  0.43+0.012° 3.7£0.12¢ 1.66+0.122  34.2442,920¢  34,29+2.920¢
T7 1.03+0.01" 1.08+0.01H 11.37+0.121  4.23+0.12¢9 214224292k = 52.45+2.92¢f
Ts 0.88+0.019 0.940.01¢ 5.89+0.12 2.38+0.12®  216.18+2.92%  58.33+2.92¢9
To 0.46+0.01° 0.46+0.01° 3.71+0.12°¢ 1.3540.122  24.09+2.92%°  37.08+2.92°d
Tio 0.39+0.012 0.3740.012 5.07+0.12%¢  1.19+0.122 1442.928 26.01+2.922b
T 1.34+0.01 1.13+0.01" 8.57+0.12" 7.29+0.12°¢ 246.57+2.92'  93.63+2.920¢
Ti2 1.17+0.01) 0.91+0.019 5.84+0.12F  1.7440.12*>  189.71+2,92 160.29+2.921
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Results are expressed as the mean + standard deviation. Values in the same column are indicated with
superscripts a-I that denote the groups whose values show statistically significant differences (p<0.05).

Table 4. Behavior of Physicochemical Parameters During 60 Hours of Fermentation

pH
Tiempo T1 T2 Ts Ta Ts Te T7 Ts To T Tu Ti2
(min)
10 322:003° 3032003 413004  4072005°  3.89%004° 3802002 53920027  5232001° 6190037 5172004  5074003°  6.010.02°
20 3155003  3.04$0.03  3.88:0.04°  392:005%  3.47:0.04°  3.36:0.02°  4.40:0.02°  4.10:0.01°  4.43:0.03°  3.40:0.04°  4.17:0.03  4.12+0.02°
d c
30 3.00:0.03"  3.03:0.03  3.71:0.04°  381:0.05°  329:0.04 328:002% 4212002  403:0.01°  3.48:003°  3.13:0.04%  3.96:0.03  3.8740.02°
¢ ¢
40 3.03:0.03"  296:0.03  3.52:0.04°  357+0.05 3243004  323:0.02°  3.88:0.02°  3.89:0.01°  3.21#0.03*  3.14:0.04%  3.92+0.03  3.8740.02°
c b
50 297+003%  2.93:0.03  3.40:0.04"  352:005 3243004  315:002  3.85:0.02°  3.83:0.01°  3.22+0.03*  3.1420.04%  3.90:0.03  3.86£0.02°
b
60 289:003  293:0.03  310:0.04°  346:005  317:004°  315:0.02  368:002  3.65:0.01*  3.1320.03°  3.13:0.04° 3842003  3.6740.02°
Titratable Acidity
Time T1 T2 Ts Ta Ts Te Tz Ts To T Tu T2
(min)
10 0.05% 0.04% 0.08% 0.06% 001 001+ 0.03% 0.02+ 0.01% 3.50E-03% 0.02+ 0.01%
100E-03*  150E-03*  3.30E-03*  260E-03%  7.50E-04*°  9.30E-04°  230E-03*  7.60E-04°  960E-04°  140E-03*  9.20E-04*  1.70E-03
20 0.06% 0.06% 0.12+ 007+ 0.02+ 0.03% 007+ 005+ 0.06+ 0.03% 0.03% 007+
100E-03*  150E-03°  3.30E-03°  260E-03%  7.50E-04>  9.30E-04>  2.30E-03°  7.60E-04>  960E-04°  140E-03°  9.20E-04>  170E-03°
30 0.06% 0.08% 0.18+ 0.1+ 0.03+ 0.04% 013+ 0.08% 0.06% 0.03% 0.1+ 0.08+
100E-03°  150E-03°  3.30E-03°  260E-03  7.50E-04°  930E-04°  230E-03°  7.60E-04°  9.60E-04°  140E-03°  9.20E-04°  1.70E-03°
007+ 0.08% 0.2+ 0.15% 0.04% 005+ 015+ 012+ 0.07+ 0.04% 011 0.09%
40
100E-03®°  150E-03°  3.30E-03  260E-03°  7.50E-04°  9.30E-04°  230E-03  7.60E-04°  O.60E-04°  140E-03°  9.20E-04°  1.70E-03¢
50 0.08% 0.09% 0.21% 0.15% 0.04% 0.06% 017+ 013+ 0.09% 0.05% 013+ 0.09%
100E-03°  150E-03°  3.30E-03%¢  260E-03°  7.50E-04  9.30E-04°  2.30E-03°  7.60E-04°  9.60E-04°  140E-03°  9.20E-04°  1.70E-03°
0.09% 0.09% 0.22+ 0.18% 0.04% 0.06% 019+ 015+ 0.09% 0.05% 013+ 0.1+
60
100E-03Y  150E-03°  3.30E-03¢  260E-03  7.50E-04°  9.30E-04°  2.30E-03'  7.60E-04'  9.60E-04°  140E-03°  9.20E-04°  1.70E-03'
Brix
Time T T2 Ts Ta Ts Ts T7 Ts To T Tu T2
(min)
10 831004  643005° 8112015  6.8720.1°  7.73:012°  6.732004°  7.4720.03°  5732003°  8.6320.05° 5972004  B8.00:003°  6.27%0.03°
20 8.27+0.04%  6.43t0.05%  7.83:0.15%  6.67+0.1°  7.67+0.12*  6.50£0.04°  7.40:0.03  570£0.03"  843+0.05>  593+0.04*  7.70+0.03"  6.13+0.03*
b b d b c b
30 8132004  6.37:0.05  7.67#0.15  6.60:0.1°  7.67:0.12°  6.47£0.04>  7.33:003>  5.67£0.03  8.4040.05"  590:0.04*  7.60:0.03*  6.0740.03"
b b c a-b c b
40 810£0.04°  6.33:0.05  7.30:015  6.50:0.1°  7.63:0128  6.47:0.04° 7274003  567:0.03  8.27x0.05"  5.83:0.04%  7.60:0.03"  6.0320.03"
b ab b b
50 810£0.04°  6.30:0.05  7.23:015  6.50:0.1°  7.53:0128  6.47:0.04°  7.23:0.03"  563:0.03  8.20:0.05"  5.83:0.04%  7.57:0.03  6.03+0.03"
a-b b
60 810:0.04°  6.30:0.05  7.204015  6.50:0.1°  7.33:0128  610:0.04* 720003  557:0.03 810005 580:0.04a  7.50:0.03  6.00+0.03"

*Results expressed as the mean + standard deviation. Means in the same column are indicated with

superscripts denoting groups whose values show statistically significant differences (p<0.05)
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Microbiological Count of Lactic Acid Bacteria

Table 5. Microbiological Analysis of Lactic Acid Bacteria (LAB)"

Results
Treatment Parameter  Unit Method Liquid Lyophilized
Phase Phase

T, Count UFC/g PEEMI/LA/40 Petrifilm PTM <10 <10
of BAL 041701

T Count of UFC/g PEEMI/LA/40 Petrifilm PTM <10 <10
BAL 041701

T Count of UFC/g PEEMI/LA/40 Petrifilm PTM 4.2x103 <10
BAL 041701

The probiotic activity in the beverage was due to the presence of lactic acid bacteria
(LAB). According to scientific research, they contribute to health improvement
thanks to the metabolic products generated by biological activities, which are
capable of inducing modifications in the intestinal environment(Mera et al., 2019).
The natural resistance of LAB to certain antimicrobial agents enables their survival
in the gastrointestinal environment even during antibiotic treatments(lslam et al.,
2021). This leads to a reduction in the need to use drugs for treating secondary
infections. Moreover, this intrinsic resistance can also decrease the frequency,
duration, and/or severity of diarrhea related to antibiotic use(Gémez Rodriguez,
2022). Therefore, Table 5 shows the results of the microbiological count of the three
lyophilized treatments. The survival of probiotic microorganisms in the fermented
hibiscus inflorescences beverage is limited due to the severity of the lyophilization
process; however, inactivated probiotic cells could enhance health benefits and a
possible viability of the probiotics(Sarkar, 2018).

Proximate Analysis

Based on the results obtained from the proximate analysis, it can be observed that
there is a statistical difference between treatments with respect to each variable
studied. This is due to the content of inflorescences and the sugary substrate used
in the experiment. In terms of protein, treatment 11 obtained a value of 0.22%. It is
important to mention that although fermentation generally increases the availability
of proteins, some specific bacterial strains can consume and decrease the amount
of certain essential amino acids, which would result in a decrease in the nutritional
value of the food(Goémez-Gallego et al., 2020).

Table 6. Proximate Analysis

. Content (%)

Variables T T e
Protein 0.08+0.00P 0.03 £0.002 0.22+0.00°¢
Crude Fiber 0.42+0.02¢ 0.3+0.00° 0.15+0.022
Ashes 0.23+0.01P 0.17+0.002 0.82+0.02¢
Moisture 4.88+0.02P 0.34+0.00? 6.05+0.02¢

*Results expressed as the mean + standard error. Means in the same row are indicated with superscripts
denoting groups whose values show statistically significant differences (p<0.05).

Mineral Determination
The determination of minerals highlights T11 as one of the best treatments in
terms of mineral content, compared to treatments T2 and T5.
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Table 7. Determination of Macro and Microelements

Minerals T2 Ts Tu
P (%) 0.00+0.00° 0.00+0.002 0.03+0.00°
K (%) 0.04+0.002 0.04+0.002 0.38+0.00°
Ca (%) 0.05+0.002 0.04+0.002 0.05+0.00°
Mg (%) 0.01+0.002 0.01+0.002 0.02+0.00°
S (%) 0.00+0.002 0.00+0.00? 0.02+0.00°
Na (ppm) 0.02+0.00° 0.01+0.002 0.00£0.002
B (ppm) 6.38+0.08¢ 1.71+0.01° 1.12+0.032
Zn (ppm) 9.84+0.04¢ 5.17+0.06° 4.55+0.052
Cu (ppm) 0.15+0.01° 0.11+0.012 0.11+0.012
Fe (ppm) 5.07+0.02° 4.97+0.022 9.36+0.02°¢
Mn (ppm) 1.27+0.02° 0.67+0.032 1.28+0.07°

* Results expressed as the mean =+ standard error. Means in the same row are indicated with superscripts
denoting groups whose values show statistically significant differences (p<0.05).

Statistical Analysis of Colorimetry

Table 8. Analysis of Variance of Color

Treatments L* C* H*
Treatment 2 57.57+4.612 17.85+0.78°¢ 348.91+1.01°¢
Treatment 5 56.83+4.612 21.02+0.78° 343.62+1.01°
Treatment 11 47.81+4.61P 27.52+0.78% 34.43+1.012
p-valué 0.02639 <0,0001 <0,0001

* Results expressed as the mean + accompanied by the standard deviation. Means in the same row are
indicated with superscripts a-c denoting groups whose values show statistically significant differences
(p<0.05).

Through statistical analysis, it was identified that luminosity, chroma, and hue in
relation to the treatments (T2; T5 and T11) had a significant statistical impact. This
is due to the fermentative process and the proposed formulation; the increase in
color in T11 is due to the presence of sugars such as sucrose and fructose, the main
constituents of panela(Martinez et al., 2016).

Sensory Evaluation

The sensory analysis of the three fermented and lyophilized treatments was carried
out to determine the one most accepted by the tasters. Figure 1 identifies that T11
is the best based on sensory attributes regarding the variables of color, odor, flavor,
and aroma.

Figure 1. Sensory Evaluation of the Fermented Hibiscus Inflorescences Beverages
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DISCUSSION

After inoculation (Table 4), the initial pH values in the solutions ranged between
6.2 and 3.0, experiencing a rapid decrease in the first 10 hours, and subsequently
remaining within an average range of about 3.8 to 2.7 throughout the fermentation
process. This is attributed to the yeasts present in the Scoby consortium consuming
the substrate from the experimental treatments. The pH in the fermentation process
shows an inverse relationship with time; that is, as time progresses, the pH tends to
decrease(Donaires Quispe, 2018). During the 60 hours of fermentation, it is
noticeable that treatments sweetened with panela had a higher pH at the beginning
of the fermentative cycle; however, those sweetened with refined sugar had a lower
pH. The sensitivity of pH means that microbial-origin variations can easily occur.
If the pH is higher, it becomes highly prone to microbial alterations. On the other
hand, a lower pH is unfavorable for the progression of malolactic
fermentation(Abanto & Martin, 2020). Titratable acidity is influenced in relation to
pH, as indicated in Table 4, where acidity significantly increases among treatments.

Due to fermentation with the Scoby consortium, different treatments exhibited
some variability in acidity, as can be observed. Those sweetened with panela had
higher acidity compared to treatments sweetened with refined sugar, and this
alteration in acidity originates from the formation of reduced amounts of lactic acid,
acetic acid, succinic acid, and galacturonic acid during the fermentation process.
This variation can manifest in two modalities: dissociated, when the hydrogen ion
separates from the acid and can be measured independently, and non-dissociated,
when the acid is simply dissolved. Additionally, during fermentation at a controlled
temperature, there is a reduction of tartaric acid, which precipitates in the form of
potassium and calcium bitartrate(Abanto & Martin, 2020). Panela, known as whole
cane sugar, unlike refined sugar, retains a high content of nutrients, vitamins, and
minerals, thanks to its completely natural production process, which prevents the
loss of the nutritious components present in this product(Obando, 2010).

After inoculation (Table 4), the initial soluble solids content (°Brix) of the
experimental treatments indicates the level incorporated by the sweeteners, initially
fluctuating between 8.0 and 5.0, indicating a gradual decrease in total solids. This
suggests that the Scoby consortium did not considerably metabolize the sugars,
despite evidence of fermentative activity(Duran et al., 2014).

The variations in polyphenol content can be attributed to the action of acetic
bacteria and yeasts in an acidic environment during fermentation(Jahidul & Kabir,
2019). The number of polyphenols underwent notable changes within the 12
treatments under study according to the author(Menéndez Cevallos & Burgos
Briones, 2021), mentioning that his research showing a decrease of 35% on the third
day and 59% on the seventh day of fermentation values comparable to reference.
This pattern reflects the inverse relationship between the total polyphenol content
and the duration of fermentation. Based on the results obtained, treatments with the
best attributes in polyphenol content were selected; furthermore, fermentation is the
factor that most influences the variation in total polyphenol levels and antioxidant
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capacity(Pallares et al., 2016). Polyphenols and flavonoids constitute significant
elements in human nutrition, although not classified as nutrients, and are noted for
their strong antioxidant capacity, being common in fruits and vegetables. Given
their importance, they play a crucial role in health preservation, making it relevant
to incorporate them in the production of products that integrate a balanced
diet(Arenas Taipe & Diaz Ayon, 2020). Therefore, based on the results obtained,
those treatments that meet the active property criteria were selected as the best
treatments, namely T2, T5, and T11.

The resistance capacity of microorganisms is linked to inherent factors, including
the taxonomic category they belong to (genus and species)(Carvalho et al., 2004).
Other methods, such as spray drying or the use of fluidized beds, are regularly
employed to generate microbial cultures. However, problems have been pointed out
related to the decrease in viability and efficacy of these cultures. It is important to
note that crucial parameters such as the drying temperature, the size of the granules
to be dried, and the final moisture content of the dry product must be carefully
controlled(Berner & Viernstein, 2006). Therefore, for lyophilization with
fermentative bacteria, the ideal approach is to use lyoprotectors, which increase the
rate of microbial survival(Rodriguez et al., 2023). Probiotics must have the ability
to survive in the intestinal tract and resist gastric juices and bile acids.
Characteristics related to the isolation of bacterial strains; genetic stability; the
ability to maintain a high cell count, typically around 1x106- 1x107 CFU, in a food;
resistance to gastrointestinal tract conditions; high capacity for adhesion to the
intestinal mucosa; ability to stabilize the intestinal microflora(Vivek et al., 2023).
This indicates that in the liquid phase of fermentation of hibiscus inflorescences
with the Scoby consortium, treatment 11 contains lactic acid bacteria
(4.2x103CFU).

Regarding protein, the results obtained through lyophilization, according to Roa's
findings, indicate a content of 0.94%, suggesting that the lyophilized hibiscus
inflorescences analyzed in this research exhibit a significantly low percentage of
protein compared to the reference provided by the author(Roa Condori & Bolivar
Viza, 2020). In relation to protein content, according to the research results, it is
observed that crude fiber has low values. It is important to note that crude fiber
tends to exhibit considerably lower values compared to total dietary fiber. This
phenomenon is due to the more rigorous approach of the method used to calculate
crude fiber, which focuses exclusively on material that is not susceptible to
decomposition(Morales,Miguel, 2016). The percentages of moisture and ash in the
lyophilized products show variations compared to the data obtained by Solari, who
managed to reduce moisture to only 8.17% and maintain the ash content at a low
1.39%. These results indicate an improvement in the quality of the lyophilization
process, as a significant reduction in moisture content and efficient retention of low
ash levels are evidenced(Solari-Godifio et al., 2017).

Regarding macronutrients, treatment T11 exhibited elevated levels of phosphorus,
potassium, and calcium, registering concentrations of (0.031, 0.384, and 0.051 mg
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%), respectively. As for iron content, a concentration of 9.38 mg/L was observed.
According to the guidelines of the Institute of Medicine of the United States, an
average adult requires about 8 mg of iron per day to meet daily needs(Obregén La
Rosa et al., 2021). The most outstanding selected treatment has a copper content of
less than 0.10 mg. Given copper's crucial role as an enzymatic component linked to
iron metabolism, a daily intake of approximately 0.7 to 0.9 mg of copper is
estimated to be necessary to meet nutritional requirements50. Concentrations of
sodium (Na), iron (Fe), and magnesium (Mg) showed elevated levels, according to
the study carried out by Carvalho Augusto R(de Carvalho Augusto, 2020).
Specifically, it was observed that sodium and magnesium values were low, while
iron presented high concentrations. It is suggested that variations in weight
percentages can be attributed to various factors, such as the strain variant used, the
fixation and sample preparation method, as well as the metabolic or physiological
state of the sample.

During the fermentative process, in which different amounts of hibiscus
inflorescences (0.625 g, 1.25 g, and 2.5 g per 1000 ml of water) were used along
with the Scoby consortium, a significant influence (with a p-value <0.05) on the
color characteristics (L*, C*, and H*) was observed from the beginning to the end
of fermentation. These color characteristics are influenced by the concentration of
hibiscus inflorescences and the fermentation time; in addition, the type of sweetener
applied, as refined sugar did not contribute color characteristics, however, panela
contributes considerably, generating a combination of red and brown colors in the
treatments.

From the evaluation of antioxidant capacity, polyphenol and flavonoid levels, as
well as physicochemical parameters, treatments designated as T2, T5, and T11 were
identified as the most prominent after a fermentation process under uniform
conditions. It was observed (see Figure 1) that treatment T11 of the fermented
hibiscus beverage obtained high acceptance in terms of color, odor, flavor, and
aroma. This treatment stood out as the best in terms of pleasant sensory
characteristics, making the beverage an attractive and innovative option for tasters.

CONCLUSIONS

During a 60-hour fermentation period, dry hibiscus inflorescences revealed the
presence of antioxidant compounds, such as polyphenols, flavonoids, and
antioxidant compounds, in concentrations of 0.625 g, 1.25 g, and 2.5 g per 1000
mL, respectively. The beverage fermented with hibiscus inflorescences experienced
a slight decrease in its content of antioxidant compounds due to fermentation with
the Scoby consortium. However, the severity of the lyophilization process did not
favor the presence of probiotic microorganisms; it is important to highlight that in
the liquid phase at the end of fermentation, the presence of lactic acid bacteria in
Treatment 11 was evident. Finally, the sensory analysis revealed that tasters showed
a preference for the fermented and lyophilized beverage with a concentration of
0.625 g of hibiscus inflorescences sweetened with panela at an 8% proportion
(Treatment 11). This study presents a novel and advanced option for a fermented
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and lyophilized beverage that combines probiotics and antioxidants using hibiscus
flowers.
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