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Resumen

El presente estudio se desarrollé con el objetivo de evidenciar si existe la presencia o no de
bacterias 4cido lacticas en los tipos de Kombucha (SCOBY) empleados, para ello se empleé
diferentes tipos de especie vegetales como el té negro y té de guayusa para su desarrollo.
Para aislar los diferentes microorganismo se fermento durante 72, 120 y 168 horas hasta
obtener asi una biopelicula de SCOBY la misma que fue raspada con asas bhiologicas para
proceder a ser cultivadas en medio MRS agar por el método de siembra por estria, obteniendo
asi colonias aisladas las mismas que no fueron bacterias acido lacticas puesto que como se
ha evidenciado en el mismo estudio los SCOBY presentan la mayor cantidad de levaduras
por ello y comprobar la evidencia de las bacterias acido lacticas se realizé pruebas en petrifilm
para bacterias aerobias como mohos y levaduras de la bebida obtenida obteniendo asi
resultados favorables en los dias de fermentacion ya mencionados por lo cual al existir la
presencia de bacterias aerobias en mayor cantidad en los dias 72 y 120 se hace mencion que
la presencia de bacterias acido lacticas estan presentes en la bebida obtenida mas no las
biopeliculas que generaron los tipos de kombucha, en el caso de mohos y levaduras existio
presencia en todos los dias de fermentacion pero su mayor presencia fue a las 168 horas. El
disefio experimental a manejarse consto de un bifactorial para parametros fisico quimicos
como a las unidades formadoras de colonias (UFC) (Tipo de Kombucha 1 y tipo 2; Especie
vegetal de té negro y té de guayusa) que consistio en 4 tratamientos con 5 repeticiones para
parametros fisico quimicos y 3 repeticiones para UFC; se utiliz6 la prueba de tukey al 5%
para diferenciar las medias.

Palabras clave: Kombucha, SCOBY, especies vegetales, levaduras, bacterias.
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Abstract

The present study was developed with the objective of demonstrating whether or not there is
the presence of lactic acid bacteria in the types of Kombucha (SCOBY) used, for which
different types of plant species such as black tea and guayusa tea were used for their
development. To isolate the different microorganisms, they were fermented for 72, 120 and
168 hours until a SCOBY biofilm was obtained, which was scraped with biological loops to
proceed to be cultivated in MRS agar medium by the streak seeding method, Thus, isolated
colonies were obtained, which were not lactic acid bacteria since, as evidenced in the same
study, SCOBY have the highest amount of yeasts, therefore, and to verify the evidence of
lactic acid bacteria, tests were performed in petrifilm for aerobic bacteria such as molds and
yeasts of the beverage obtained, thus obtaining favorable results. The presence of aerobic
bacteria in greater quantities on days 72 and 120 indicates that the presence of lactic acid
bacteria is present in the beverage obtained, but not the biofilms that generated the types of
kombucha, In the case of molds and yeasts, they were present on all days of fermentation,
but their greatest presence was at 168 hours. The experimental design to be used consisted
of a bifactorial design for physical-chemical parameters such as colony forming units (CFU)
(Kombucha type 1 and type 2; black tea plant species and guayusa tea) that consisted of 4
treatments with 5 replicates for physical-chemical parameters and 3 replicates for CFU; the
5% Tukey test was used to differentiate the means.

Key words: Kombucha, SCOBY, plant species, yeast, bacteria.
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Capitulo |

Introduccién
Las bebidas fermentadas datan su origen desde los sumerios, debido a su
primer hallazgo fermentando los cereales que producian, observando que contaban

con sabores y aromas caracteristicos (Mufioz, 2021).

Es desde entonces que este tipo de bebidas tienen un gran consumo a nivel
mundial, ya que provienen de la fermentacion de frutas o especies vegetales que
proporcionan aromas y sabores particulares, siendo claros ejemplos de ello: la
cerveza, el vino, la sidra, el sake y la Kombucha, la cual es una bebida fermentada y

probidtica con grandes propiedades benéficas.

La Kombucha es una bebida originaria del continente asiatico, la cual fue
descubierta por el médico Kombu en la ciudad de Manchuria quien llevo el té a
Japoén con el fin de ayudar aliviar los problemas digestivos del emperador Inkyo,
dandose a conocer por las propiedades desintoxicantes, probibticas y energizantes

con las que cuenta (Coelho et al., 2020).

Ademas, la Kombucha se caracteriza porque a mas de generar una bebida
fermentada desarrolla una biopelicula de celulosa que se forma en el proceso de
fermentacion del cultivo simbidtico, la cual tiene gran interés en diversas areas como
tecnologias alimentarias, biotecnologia ambiental y en el area textil ya que es
empleada como cuero o para la preparacion de biomateriales (Laavanya et al.,

2021).

Es preciso mencionar que esta bebida fermentada cuenta en su composicion
con acidos organicos, vitaminas del complejo B, polifenoles, etanol, enzimas,

proteinas, mismos que proporcionan acciones antioxidantes,
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antihipercolestorelémico, antimicrobiano, antiinflamatorio y anticancerigeno (Abaci et

al., 2022).

Por otra parte, la Kombucha al ser un consorcio microbiano cuenta con
diversos microorganismos, entre los cuales destacan bacterias como Acetobacter
aceti, A. estunensis, A. pasteurianus, Gluconobacter oxydans, Komagataeibacter
kombuchae, Lactobacillus sp. y levaduras como Saccharomyces, Brettanomyces,
Dekkera, Pichia sp., Zygosaccharomyces, Schizosaccharomyces, Torulopsis (Abaci

et al., 2022).

Respecto a la preparacion de té de Kombucha, se realiza infusiones de
especies vegetales como el té negro, té verde, té oolong, entre otras, con la adicion
de un sustrato que puede ser sacarosa la cual permitira realizar el proceso de
fermentacion al cultivo simbidtico de bacterias y levaduras que posee la Kombucha

por un periodo de 7 dias aproximadamente (Laavanya et al., 2021).

El té negro es de las especies mas empleadas para la obtencién de té de
Kombucha, gracias a su composicion de proteinas, aminoacidos, cafeina,
carbohidratos, teaflavinas, minerales (Merchan & Tigre, 2019), aceites esenciales y
vitaminas, todos estos componentes proporcionan propiedades digestivas,

antioxidantes y anticancerigenas (Supliguicha, 2017).

Al igual que el té negro la guayusa cuenta con componentes como es la
cafeina, antioxidantes, vitaminas, minerales y otros como la teobromina, taninos,
flavonoides, aminoacidos, los cuales contribuyen a prevenir el envejecimiento
prematuro, reducir la presion arterial alta, reducir el estrés y disminuir la fatiga

mental y fisica (Granda & Estupifian, 2019).

Es por ello, que en la presente investigacion se pretende aislar y caracterizar

los microorganismos que posee la Kombucha desarrollada a partir de té negro y



guayusa con azUcar como sustratos principales para su formacién, con el fin de

determinar las caracteristicas fisicoquimicas que posee cada Kombucha.

30
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Objetivos

Objetivo general

Aislar y caracterizar bacterias acido lacticas en dos variedades de SCOBY de
Kombucha (Medusomyces gisevi) desarrollados a partir de té de dos especies
vegetales, té negro (Camellia sinensis) y guayusa (llex guayusa), para su aplicacion

como agente antimicrobiano.

Objetivos especificos

° Aislar microorganismos presentes en las dos variedades de SCOBY
de Kombucha (Medusomyces gisevi) desarrolladas a partir de té negro (Camellia

sinensis) y guayusa (llex guayusa).

° Identificar y caracterizar microorganismos presentes en la Kombucha
(Medusomyces gisevi) a partir de té negro (Camellia sinensis) y guayusa (llex

guayusa).

° Evaluar la actividad microbiana de las bacterias acido lacticas

obtenidas en el SCOBY de Kombucha frente a microorganismo.

° Observar el crecimiento de distintos microorganismos mediante
pruebas de deteccion conocidas como petrifilm para bacterias aerobias, mohos y

levaduras.
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Hipotesis

Hipotesis nula

Ho: No existe presencia de bacterias acido lacticas en SCOBY de
Kombucha.

Ho: No hay inhibicion de microorganismos patégenos.

Ho: No existe presencia de bacterias aerobias.

Ho: No existe presencia de mohos y levaduras.

Hipotesis alternativa

Ha: Si existe presencia de bacterias acido lacticas en SCOBY de Kombucha.
Ha: Hay inhibicién de microorganismos patégenos.
Ha: Si hay presencia de bacterias aerobias.

Ha: Si hay presencia de mohos y levaduras.
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Capitulo 1l

Revision literaria

Kombucha

La “Kombucha” tiene su origen hace mas de 3000 anos en la antigua China,
especificamente de la region de Manchuria, en donde se difundié a Japdn donde se
utilizé para fines medicinales. La historia hace referencia a que la Kombucha pudo
haberse creado naturalmente vasijas de agua con algiin suministro de azlcar

otorgado por frutas y taninos dados por infusion de hojas (Montero et al., 2021).

Existe una leyenda del afio 212 a.C., el emperador de Japon se encontraba
demasiado enfermo, llamaron al Doctor Kombu que viajé desde China con un
brebaje medicinal el cual sano al emperador, la bebida fue difundida inmediatamente

por el imperio (Montero et al., 2021).

Tanto en China como Japon se hizo costumbre familiar entregar a los novios
un cultivo nuevo de Kombucha, y asi la mujer se encargaba de mantener y
reproducir el cultivo durante todo su matrimonio para después heredarlo a su hija

(Vargas, 2013).

De Japodn se extendio a Rusia y Europa Oriental a principio del siglo XIX,
obteniendo popularidad durante la Segunda Guerra Mundial (Vargas, 2013).
Posteriormente, a principios del siglo pasado se conocié en las sociedades
occidentales, el resto de Europa, Estados Unidos, Africa y Latino América (Batista et

al., 2022).

Segun Vargas (2013); ninguna “Kombucha” es nueva o recién nacida, sino
gue proviene de un cultivo madre, y este puede tener miles de afios de antigiiedad.

Debido a su expansioén por diferentes paises del mundo se la conoce con varios
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nombres. La forma alemana del nombre en japonés e internacionalmente conocida
es: “Kombucha”, Combucha, Komboocha; en paises de habla inglesa conocido
como: Mushroom-tea, Manchurian mushroom y en Rusia, tea-kwass, teakvass,

kargasok.

En la actualidad, Estados Unidos es el pais que mas ha desarrollado a nivel
productivo y de investigacion la Kombucha que son moderados en cuanto a
estandares de calidad por el comité “Kombucha Brewers International” (Montero et

al., 2021).

Sin embargo, en algunas zonas de América del Sur como Chile fue
popularizada por los colonos alemanes, en la actualidad las religiones Hinduistas se
caracterizan por ofrecer la bebida en sus festivales (Montero et al., 2021). Mientras
gue en Ecuador la bebida se popularizé en el afio 2015 y ha sido comercializada
como alternativa de medicina no tradicional, ofreciendo a los consumidores una

variedad de sabores (Prado, 2018).

¢, Qué es la Kombucha?

La Kombucha es una bebida refrescante producto de la fermentacion de un
té azucarado y la relacion simbidtica entre bacterias y levaduras (Dufresne &
Farnworth, 2000; Vargas, 2013). Suele ser una bebida con bajo o nulo contenido
alcohdlico, ligeramente acida y en algunas presentaciones comerciales viene
carbonatada (Batista et al., 2022).

Usualmente, las personas designan a la Kombucha como la fermentacién de
un hongo por el disco gelatinoso flotante que se extiende en la superficie del té
(Vargas, 2013). Sin embargo, esto es erréneo porque en realidad es un consorcio
simbidtico entre bacterias y levaduras conocido como SCOBY, el cual se fermenta

en un té dulce durante 7-21 dias (Batista et al., 2022).
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¢, Qué es el SCOBY?

El SCOBY como lo traducen sus siglas en inglés (Simbiotic Colony of
Bacteria and Yeast) es una colonia o cultivo simbiético de bacterias y levaduras
(Toran-Pereg et al., 2021). La formacién del SCOBY surge durante el proceso de
fermentacion en donde la Acetobacter xylimun produce un biofilm a partir de la
sacarosa en donde otras bacterias y levaduras se adhieren formando el
caracteristico disco gelatinoso de la Kombucha (Malba$a et al., 2011).

Estudios han revelado que el SCOBY procesado con técnicas culinarias
pueden ser de agrado para el consumidor usandolo para la elaboracién de
comestibles con valor gastrondmico y de esta manera reducir los desperdicios que

se generan durante la preparacion de la Kombucha (Toran-Pereg et al., 2021).

Composicion quimica

La Kombucha esta conformada por el SCOBY madre y el té de Camellia

sinensis que pueden ser de las hojas de té negro y té verde (Moya, 2020).

Figura 1

Modelo gréafico de una muestra de té de Kombucha

———» Ténegro o verde

Elaborado por: Autoras Recuperado de: (Moya, 2020).
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La composicidén y concentracion quimica dependen del tiempo, las
condiciones, microorganismos Yy del tipo de té que se usen para llevar a cabo la

fermentacion del SCOBY (Dufresne & Farnworth, 2000).

Tabla 1

Principales acidos organicos identificados en la Kombucha

Nombre del
Formula molecular Estructura molecular
compuesto
Acido acético CHsCOOH
Acido lactico C3HeO3
Acido gluconico CeH1207
Acido glucurénico CsH1007
Etanol C2HsOH S 0 ‘H

H . ~y-H
Glicerol CsHsOs ° /Y °
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Acido Usnico Ci1sH1607

Autoras Recuperado de: (Dufresne & Farnworth, 2000).

Batista et al. (2022); sugiere que mientras mas tiempo de fermentacién
aumentan las cantidades de compuestos bioactivos beneficiosos para la salud
humana como: polifenoles; azlcares (sacarosa, glucosa y fructosa); vitaminas (C,
B1, B2, Bs, B12); minerales esenciales como hierro (Fe), manganeso (Mn), Zinc (Zn),
cobre (Cu) y niquel (Ni), plomo (Pb), cobalto (Co), cromo (Cr), cloruro, bromuro,
yoduro, fosfato, sulfato y acidos organicos (Tabla 1) provenientes del SCOBY
(Batista et al., 2022). No obstante, algunos microorganismos con funcién probiética
también son relevantes en cuanto a la produccion ciertos compuestos quimicos

presentes en la Kombucha (Batista et al., 2022).

La composicion quimica de la Kombucha con respecto al tipo de té ha
indicado una diferencia entre los componentes quimicos de té verde y té negro
usados para su elaboracién, sin embargo, en ambas predominan los polifenoles,
causantes del sabor amargo, astringente y dulce (Dufresne & Farnworth, 2000).
También, se han detectado alrededor de 127 compuestos fendlicos entre ellos
flavonoides, teaflavinas, tearugibinas responsables de proporcionar la capacidad

antioxidante del té (Cardoso et al., 2020).

En un estudio se hizo una comparacion de los componentes quimicos entre
el té verde y negro de Kombucha que revel6 la concentracion mas baja de sacarosa
y asi mismo la concentracidon mas alta de acido glucorénico se produce en el té

verde de Kombucha, explicando la acidez del mismo (Cardoso et al., 2020).
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Compuestos fendlicos presentes con mayor abundancia en Kombucha de té verde y negro

Formula
Nombre del compuesto Clase
molecular
Gallocatequina 3-O-galato/Epigalocatequina 3-O- C22H18011 F
galato
Isbmero de galocatequina 2/Epigalocatequina Ci5H1407 F
Catequina C15H1406 F
Acido 5-O-galoilquinico C14H16010 AF
Isébmero 2 de quercetina 3-O-ramnosil-ramnosil- Ca3Ha0020 F
glucésido
Isémero 1 de quercetina 3-O-glucosil-ramnosil- Ca3H10021 F
galactésido
Acido 3-[2-(carboximetil)-3-4-dihidroxifenil]prop- C11H1006 AF
2-enoico
Catequina 3-O-galato C22H18010 F
Isémero 2 del &cido 4-cumaroilquinico Ci16H180s AF
Catequina 5-O-galato C22H18010 F
Isbmero del &cido 1-O-cafeoilquinico &cido 2/3- C14H16010 AF
cafeoilquinico
Teaflavina C29H24012 P/BF
Tearubiginas Ca3H34022 P

Nota: AF: Acido fendlico, F: Flavonoide, BF: Biflavonoide, P: Polifenol.

Elaborado por: Autoras

Recuperado de: (Cardoso et al., 2020).



Tabla 3

Otros compuestos quimicos presentes en la Kombucha

Nombre del compuesto Formula molecular
Estilbenos
Piceatannol C14H1204
Lignanos
Gomisina M2 C22H2606
Isémero 1 medioresinol C21H2407
Isbmero 2 medioresinol C21H2407

Otros polifenoles

Isémero 1 juglona C10H6O3
Isébmero 2 juglona C10HsO3
Florina C12H160s
Esculina Ci15H1609
Ligstroside C25H32012
Isébmero 1 de cumarina CoHeO2
Isébmero 2 de cumarina CoHsO2
Acido litospérmico C27H22012
Oliuperina C25H32013
Urolitina C13HgO4
Escopoletina C10HgO4
Elaborado por: Autoras Recuperado de: (Cardoso et al., 2020).

Por otra, a pesar de ser una bebida no alcohdlica se han registrado valores

superiores al limite legal de 0,5% (v/v) para clasificarla como una bebida no
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alcohdlica (Cardoso et al., 2020), por ejemplo, Talebi et al. (2017); registro valores

de 2% vy 1,12% (v/v) en muestras de Kombuchas comerciales.

Tabla 4

Contenido alcohdlico en g/L de la Kombucha segun investigaciones

Té negro Té verde Referencia

4,90 7,29 (Cardoso et al., 2020)

Elaborado por: Autoras

Propiedades fisico-quimicas

Segun investigaciones las propiedades organolépticas y fisico-quimicas (pH,
acidez, solidos totales) de la Kombucha dependen del endulzante mas no de la

concentracion del té (Moya, 2020 ; Vargas, 2013).

El pH 6ptimo de la Kombucha debe estar entre 3,5y 4,5 debido a la
presencia de acido acético y proteinas; gracias a esto se le confiere a la Kombucha
propiedades antimicrobianas. Los valores mas bajos de pH se podrian deber a una
mayor concentracion de acidos organicos producto de la fermentacién por bacterias

y levaduras (Amarasinghe et al., 2018).

Composicion Microbiana

La composicion microbiana de la Kombucha es variada dependiendo del
origen, condiciones ambientales, ubicacién geografica y el medio de fermentacién
(Toran-Pereg et al., 2021). Segun Cardoso et al. (2020); los mayores recuentos
microbianos en investigaciones pueden deberse a varios factores como las
cantidades de azUcar, el tipo de té y la cantidad de SCOBY utilizados en la

preparacion de la Kombucha.
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Entre las principales clasificaciones de microorganismos tenemos bacterias

acéticas, lacticas, mesofilas y levaduras (Cardoso et al., 2020).

Levaduras

Tabla b

Levaduras encontradas en la Kombucha

Género Especie

Zygosaccharomyces Zygosaccharomyces bailii

Zygosaccharomyces spp.

Saccharomycodes Saccharomycodes ludwigii
Candida Candida stellata
Torulaspora Torulaspora delbrueckii
Pichia
Brettanomyces Brettanomyces bruxellensis
Schizosaccharomyces Schizosaccharomyces pombe
Saccharomyces Saccharomyces cerevisiae

Elaborado por: Autoras

Recuperado de: (Cuamatzin et al., 2022 ; Toran-Pereg et al., 2021).

Bacterias acido acéticas (BAA)

Tabla 6

Bacterias Acido Acéticas (BAA) encontradas en la Kombucha

Género Especie

Komagataeibacter Komagataeibacter intermedius
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Komagataeibacter xylinus
Komagataeibacter rhaeticus
Komagataeibacter saccharivorans
Komagataeibacter kombuchae
Acetobacter Acetobacter pasteurianus, Acetobacter
xylinum

Acetobacter aceti

Elaborado por: Autoras

Recuperado de: (Andreson et al., 2022 ; Cuamatzin et al., 2022)

Acetobacter xylinum se caracteriza por la formacion de biofilm de celulosa

extracelular durante la fermentacion a partir de la sacarosa (Andreson et al., 2022).

Bacterias acido lacticas (BAL)

Antes de hablar de las bacterias &cido lacticas (BAL) en la composicion
simbidtica de la Kombucha se debe conocer que pertenecen al grupo de bacterias
grampositivas, que no forman esporas, cocos o bacilos, son catalasas negativas con
alta resistencia a pH bajo y su principal producto hace honor a su nombre “acido
lactico” (Mokoena, 2017). Ademas, son de las bacterias con mayor reconocimiento
en el &rea industrial por su uso en la fermentacion de alimentos y mejora de las
propiedades organolépticas y nutricionales ciertos productos (Gorbach,

1990 ; Mokoena, 2017).

Varias investigaciones han documentado la capacidad de BAL para inhibir el
crecimiento de agentes patdégenos (c. antimicrobiana), degradacion de micotoxinas y

su capacidad probidtica (Mokoena, 2017).



43

Existe relacién simbidtica entre los microorganismos de la Kombucha y son
responsables del metabolismo de la glucosa a xilosa, acido acético y otros

metabolitos (Yang et al., 2010).

Tabla 7

Bacterias Acido LActicas (BAL) encontradas en la Kombucha

Nombre de la especie bacteriana

Lactobacillus

Leuconostoc

Bifidubacterium

Elaborado por: Autoras

Clasificacién-tipos

Las bacterias acido lacticas se encuentran en una variedad de alimentos de
origen animal (lacteos, carnes, pescado), vegetal, frutas en descomposicion,
fermentados, agua y en cavidades humanas (Mokoena, 2017). En el humano es de
conocimiento general que estos microorganismos abunden en la vagina (Todorov,

2009).

Segun Mokoena (2017), la clasificacion de BAL se basa en la morfologia
celular, modos de fermentacién de la glucosa, rango de temperatura de crecimiento

entre otros. Los principales géneros de BAL se los puede observar en la Figura 2.

Figura 2

Principales géneros de Bacterias acido lacticas (BAL)
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Elaborado por: Autoras Recuperado de : (Cardoso et al., 2020).

Propiedades Conservantes

Las propiedades conservantes de la Kombucha se deben a su actividad

antimicrobiana, esto debido a la microbiota del cual esta constituido y por el bajo pH

debido a la presencia de metabolitos que reducen la competencia de otras bacterias,

levaduras y hongos (Mo et al., 2008). Las BAL tiene que ver en gran parte con las

actividades antimicrobianas ya que gracias a que producen no solo acido lactico sino

otros metabolitos como perdxido de hidrégeno y bacteriocinas, estas Ultimas se han

aislado y caracterizado con posibles aplicaciones en la conservacién de alimentos a

nivel industrial (Mokoena, 2017).

Tipos de fermentaciones

Las bacterias acido lacticas (BAL) tienen dos tipos de fermentacion

homofermentativa y heterofermentativa, la primera se diferencia solo por la
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produccién de acido lactico y la segunda la produccion de acido lactico y otros

metabolitos (Parra, 2010).

Homofermentaciéon

Las bacterias acido lacticas homofermentativas descomponen las hexosas
por medio de la glucdlisis, dando como producto final acido lactico (Zufiga et al.,

1993).

Heterofermentacion

En cuanto a las bacterias heterofermentativas usan la ruta pentosa-fosfato
dando como productos finales acido lactico, diéxido de carbono, acido acético y
etanol dependiendo de la especie y las condiciones de crecimiento pueden

generarse otros productos (Zufiga et al., 1993).

Beneficios a favor de la salud

Se sabe que las bebidas y alimentos fermentados acttan en el cuerpo
humano gracias a la presencia de microorganismos y la capacidad de estos para
transformar las materias primas de animales y vegetales en elementos quimicos

(Cuamatzin et al., 2022).

En general, durante la fermentacion de alimentos existe una mejora de todas
sus propiedades nutricionales y por ende de sus beneficios para la salud, mediante
el aumento de la biodisponibilidad de nutrientes y la estimulacién de funciones

probidticas y prebiéticas (Cuamatzin et al., 2022).

Algunas investigaciones in vitro o in vivo en animales sugieren que la
Kombucha posee propiedades antioxidantes; potenciador energético; mejorar el

sistema inmune, el metabolismo hepatico y las funciones gastrointestinales;
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actividad antiinflamatoria; antibacteriana; antidiabética; anticancerigena (Batista et
al., 2022). Otros beneficios reportados por la ingesta de este tipo de alimentos son:
desintoxicacion de la sangre; reduccion de los niveles de colesterol, estrés,
insomnio; regula el equilibrio de la flora intestinal; disminuye trastornos menstruales
y menopausia, la aterosclerosis, diabetes; cura la hemorroides; reduce la presion
arterial; elimina célculos de los rifiones; previene infecciones de vejiga; regula el
apetito, la obesidad; mejora la eliminacion de residuos del cuerpo; entre otros (Moya,

2020).

Té negro

El té negro proviene de una especie vegetal conocida como Camellia
sinensis perteneciente al género de las camellias, la cual es ampliamente empleada
para el desarrollo de infusiones, bebidas frias, medicamentos, aceites, entre otros

(Supliguicha, 2017).

Camellia sinensis o té corresponde a un arbol o arbusto que puede llegar
alcanzar una altura de 10 metros, esta especie vegetal tiene un proceso de
reproduccion por semillas con un proceso de fertilidad de seis meses, a lo cual se
tiene presente que para un buen desarrollo precisa de climas calidos y hiumedos con
suelos acidos (Lépez, 2002). Es por ello, que precisa de una humedad del 70% a
90%, un nivel de acidez que se encuentre en un rango de pH 4.5 a 5.5 y procesos

de lluvia que se encuentren entre 1800 mm a 2200 mm (Supliguicha, 2017).

Este arbol pertenece a la familia de las Theaceae el cual consta con hojas de
12 cm de longitud, tiene flores de color blanco las cuelgan en peciolos de corto
tamanfo, pero las cuales cuentan con un aroma muy caracteristico y fuerte, por otra
parte, es a partir del desarrollo de las flores que se forman frutos capsulares que

tienen en su interior de una a tres semillas de coloracion negra (Rodrigo, 2019).
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Por lo general los frutos de esta especie vegetal tienden a ser desechados,
pero en varias ocasiones los emplean para la extraccion de aceites esenciales
gracias a los metabolitos con los que cuentan, permitiendo de tal manera emplear a
dicho producto en perfumes, aromatizantes o en medicamentos gracias a las grades

propiedades antioxidantes con las que cuenta (Rodrigo, 2019).

Cabe mencionar que este arbol puede llegar a tener una vida Util de entre 25
a 30 afios y para tener una madurez reproductiva tiene que llegar de 3 a 5 afios,
debido a esto y al considerarse que el proceso de produccidon de esta especie que
es monocultivo, realizan procesos de intercalado con el objetivo de realizar procesos
de reinicio de ciclos reproductivos y asi también alternando con la siembra de otras
especies vegetales con el fin de poder tener mejor manejo en los suelos y no crear

tanto impacto (Supliguicha, 2017).

Origen

Es conocido por el gran consumo que tiene a nivel mundial, teniendo mayor
acogida en el continente asiatico, a nivel de China que es de donde proviene y
donde se ha empleado desde tiempos ancestrales por sus grandes propiedades con

el organismo.

Su primer hallazgo fue realizado por el principe Shennong, el cual se
encontraba haciendo un proceso de peregrinaje en una provincia occidental de
China, donde se detuvo un momento a tomar agua tibia y a descansar, después de
su lapso de descanso continué tomando mas agua de su tazén sin percatarse que
en el interior de este se encontraban hojas del arbol en el que se encontraba

reposando (Supliguicha, 2017).

Fue en dicho momento que se percaté que su agua tenia otro sabor y por

tanto procedié a observar que tenia en su interior, notando de tal manera que eran
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hojas del arbol donde se encontraba guardando reposo y a su vez, evidencio que
esta mezcla le proporcion6 energia con lo cual pudo seguir su trayecto (Supliguicha,

2017).

Es de tal manera que se conoci6 a esta especie vegetal, sugiriendo que su
aparicion data hace 2737 a.C. (Supliguicha, 2017), desde aquella época hasta la
actualidad se le ha dado un gran empleo y consumo de esta, ya que las infusiones
de las hojas de té proporcionan una bebida con un gran sabor y con propiedades

medicinales caracteristicas.

Tipos de té a partir de té verde

Existen varios tipos de té y varian de acuerdo al tipo de elaboracién o
procesamiento que realicen para su obtencion, ya que todos provienen del té verde

o Camellia sinensis, a continuacion, se establecen algunos tipos de té:

Té negro

En este tipo de té existen a su vez dos subtipos conocidos como té negro
ortodoxos, los cuales corresponden a té elaborados de manera artesanal y manual
con la implementacién de pocas maquinas, por otra parte, respecto a la parte
sensorial y organoléptica de este tipo de tés se caracterizan por tener un gran aroma
con gran intensidad a nivel de sabor, mientras que el té negro cut, tear y curl
también denominados CTC se caracteriza por tener un sabor con gran intensidad y

astringencia (Supliguicha, 2017).

Té blanco

Se obtiene de brotes jovenes que se encuentran recubiertos por una capa
blanquecina, en la cual se encuentra una gran concentracion de nutrientes,

propiedades antioxidantes y una menor cantidad de cafeina, asi también, este tipo
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de té se caracterizan por ser uno de los méas caros, apetecidos y por tener grandes

propiedades nutricionales (Supliguicha, 2017).

Ademas, es preciso mencionar que su produccién tiene un proceso muy
controlado para que los brotes no se malogren y se puedan secar a exposicion solar
y aire ambiental para evaporacion del contenido de agua que poseen dichos brotes

(Supliguicha, 2017).

Té Pu-erh

Corresponde a un té desarrollado por procesos especificos que son
desconocidos al publico, pero el cual tiene un proceso de secado por un tiempo
prolongado, lo cual influye para la obtencion de su sabor y aroma caracteristico. Es
importante mencionar que este tipo de té solo es producido en China y sus
caracteristicas particulares respecto al tema de salud es que permite la pérdida de

peso, ayuda al sistema inmunologico y desintoxica el organismo (Supliguicha, 2017).

Té verde

Es la especie vegetal sin procesos de fermentacion particulares sino mas
bien su proceso de obtencion consiste en secar y aplicar calor posterior a la
recoleccion de las hojas con el fin de que no tenga procesos de descomposicion, asi
también evitando que haya pérdida de metabolitos secundarios importantes como

son los aceites esenciales y antioxidantes (Supliguicha, 2017).

Este tipo de té resaltan por tener un sabor mas suave en comparacion
a los otros tipos de té ademas de poseer un gran contenido de vitamina C y ser
ampliamente empleado por su capacidad preventiva ante cancer y enfermedades

hepaticas y cardiacas (Supliguicha, 2017).
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Té Oolong

Su proceso de obtencién consiste en fermentar hasta un 75% del proceso
general que se realiza para obtener el té negro, por otra parte, tiene un aroma mas
floral, dulce y tostado; también al igual que los otros tipos de té tiene la capacidad de

la reduccion de colesterol y la regulacién del sistema circulatorio (Supliguicha, 2017).

Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Ericales

Familia: Theaceae

Tribu: Theeae

Género: Camellia

Especie: Camellia sinensis (L.)

Recuperado de: (Rodrigo, 2019).

Composicion quimica del té

El té consta con compuestos como cafeina, polifenoles, alcaloides,
teobromina, teofilina, asi también carbohidratos, proteina, clorofila, aminoacidos,
compuestos organicos volatiles que son los causantes del olor o aroma

caracteristico (Fiallos, 2021).
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Esto se debe a la consecuencia del contacto entre los polifenoles oxidasas
con los flavonoides en el proceso de enrulado de las hojas, a mas de ello el aroma y
sabor caracteristico los proporcionan las tearubiginas y teaflavinas, ademas respecto
a la oxidacion con la que cuenta el té negro se debe principalmente a los acidos

fendlicos asi también como a los glucésidos (Merchan & Tigre, 2019).

Los polifenoles que contiene esta especie vegetal tienden a ser susceptibles
de procesos de oxidacion enzimatica, lo cual conlleva a que se de transformacion de
las catequinas a compuestos poliméricos como son teaflavinas y tearubiginas, lo
cual permite explicar lo antes mencionado acerca del aroma y sabor caracteristico

del té negro (Pinto et al., 2020).

Por otra parte, es preciso mencionar que los polifenoles que contiene el té
negro tiene una gran interaccion con proteinas que tienen un buen contenido de
prolina, ejemplo de ello son extractos de levaduras, caseina y componentes con

gran contenido de aminoacidos (Merchan & Tigre, 2019).

Y respecto al contenido de catequina, el té negro tiene un 20 a 30% dichos
valores son inferiores respecto al té verde debido a que se genera dicha reduccion
por los procesos de calor que se aplica a las hojas de té para la obtencion del tipo de

deseado (Merchan & Tigre, 2019).

Cabe recalcar que el té negro esta compuesto de otros compuestos
guimicos, por ello segin Merchan & Tigre (2019) mencionan los siguientes

compuestos:

Tabla 8

Compuestos quimicos del té negro

Compuestos Obtencién Unidades
Calcio 470 (mg/100 g)




Hierro
Fosforo
Potasio
Sodio
Vitamina A
Vitamina B1
Vitamina B2
Niacina
Cafeina
Aminoacidos
Proteinas
Carbohidratos
Lipidos
Polifenoles totales
Humedad
Tearubiginas
Teaflavinas
Sustancias altamente
polimerizadas
Acido galico
Catequina
Epigalato de catequina
Galato epicalocatequina
Galato de epicatequina

17,40
320
2000
3
900
0,10
0,80
10
3,51
1
20,60
32,10
2,50
20
6
8,02
0,78
11,19

0,15
0,18
0,57
2,86
0,30

(mg/100 g)
(mg/100 g)
(mg/100 g)
(mg/100 g)

(mg/100 g)
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

%
%
%
%
%

Elaborado por: Autoras

Aporte nutricional

Las infusiones de té negro cuentan con una compaosicién nutricional

Recuperado de: (Merchan & Tigre, 2019).
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establecida con minerales, fibra dietética, contenido fendlico total, vitaminas solubles

en agua, fenoles condensados, acidos fendlicos, flavanoles, alcaloides y

carotenoides, azlcares, acidos organicos y aminoacidos libres (Alasalvar et al.,

2013).

De acuerdo a Alasalvar et al. (2013), mencionan que el té negro tanto de baja

calidad como de alta calidad consta con valores que se establecen en los rangos

mencionados en la siguiente compaosicién nutricional:



Tabla 9

Composicién nutricional del té negro

Compuesto Cantidad Unidad

Carbohidratos 56,68-59,84 g/100g

Proteinas 19,31-19,86 g/100g
Fibra dietética 1,28-3,05 mg/100g
Calcio 73,0-130 mg/100g
Cromo 0,16-0,17 mg/100g
Cobre 0,47-0,99 mg/100g
Cobalto 0,06-0,07 mg/100g
Magnesio 179-280 mg/100g
Manganeso 151-166 mg/100g
Molibdeno 0,21-0,42 mg/100g
Faésforo 376-431 mg/100g
Potasio 3928-4625 mg/100g
Sodio 4,41-5,41 mg/100g
Zinc 1,78-2,85 mg/100g
Tiamina 0,09-0,13 mg/100g
Niacina 20,64-20,85 mg/100g
Acido pantoténico 59,08-62,38 mg/100g
Luteina 0,51-1,24 mg/100g

Elaborado por: autoras.

Propiedades fisicoquimicas

Recuperado de: (Alasalvar et al., 2013).
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Las infusiones de té negro cuentan con un valor de pH de 5,33 debido a que

este tipo de té se obtienen por procesos de fermentacion completos, esto conduce a

gue se tenga cantidades inferiores de pH y asi también un sabor no tan acido a

comparacion de otros tipos de té desarrollados a partir de Camellia sinensis (Aguilar

et al., 2019).

Por otra parte, respecto a la acidez titulable del té negro se puede mencionar

que por lo general tienden a presentar valores altos que por lo general se encuentra

en 10,98 g/L esto permite evidenciar que las infusiones de té negro presentan acidos

organicos libres, a lo cual se debe dichos valores indicadores (Aguilar et al., 2019).

Respecto a los analisis colorimétricos que se realiza a las infusiones de té

negro se puede mencionar que tienen por lo general una coloracién rojiza, ademas
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respecto a la reflectancia que posee el té negro es de 400 a 630 nm, dicha longitud
de onda esté relacionada con el color rojo, lo cual concuerda con la coloracién que

posee este tipo de té (Aguilar et al., 2019).

Guayusa

Guayusa o llex Guayusa es una especie vegetal que se desarrolla en la
Amazonia del Ecuador, principalmente en las provincias de Morona Santiago, Napo,
Pastaza, Zamora Chinchipe y Sucumbios, esto debido a que dicha regién cuenta
con un clima tropical que es propicio para su crecimiento. La temperatura promedio
de esas zonas es de 24°C con una altitud que se encuentra entre los 400 a 600

msnm Yy precipitaciones de 4000 mm con humedad relativa del 70% (Tamayo, 2017).

Ademas, es una de las especies con gran acogida en la actualidad de nivel
mundial por generar una bebida energética y también gracias a sus propiedades
medicinales, ya que es: digestiva, emética, estimulante, estomatica, ténica,

hemostatica, diurética, antidiarreica, depurativa (Supliguicha, 2017).

Tiene distintos usos y aplicaciones entre las mas conocidas en la actualidad
es en bebidas caliente o frias, bafios de vapor y enjuagues bucales, ademas las
personas nativas de la amazonia la emplean para efectuar rituales de purificacion

(Granda & Estupifian, 2019).

Origen

Su origen a nivel mundial data del tiempo de los indios jibaros donde un
grupo de extranjeros se percataron que estas comunidades empleaban estas hojas
en infusiones concentradas para poder estimular el organismo de tal manera que les
permitan tener alucinaciones con el fin de visualizar cosas que no eran reales

(Tamayo, 2017).
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Esto concuerda con lo descrito por Reyes (2021), donde menciona que en
una carta emitida en 1682 que describia sobre una excursién realizada por la cuenca
del rio Santiago , cerca del rio Marafion, encontraron una zona habitada por indios
Jibaros que realizaban actividades ancestrales con uso de hierbas, donde dejaban
hervir las hierbas por una hora hasta que se concentre totalmente en el agua y
procedian a beber dichas aguas con el fin de ser premiados por el diablo o que les

permitia tener buenos presagios (Reyes, 2021).

Asi también hace a afios atras se conocia a la Guayusa como la planta que
generaba la bebida energizante para proporcionar energia natural a los guerreros
amazdnicos para tener mas agilidad en actividades de caza y recoleccion (Granda &

Estupifian, 2019).

Crecimiento

Las hojas de Guayusa se obtiene separarlas del arbol donde se desarrollan
para proceder a colgarlas y dejar que se sequen a luz solar o en lugares que les
permitan evaporar su humedad, tras este proceso para usarlas lo que se realiza es,
colocar a hervir agua y se incluye por lo general cinco hojas por diez minutos a

infusion para obtener una bebida caliente y concentrada (Tamayo, 2017).

Cabe sefialar que el crecimiento del arbol de esta especie tiende a alcanzar
los 10 metros de altura y unos 50 a 80 cm de didmetro, su tronco consta con una
corteza de coloraciéon blanca y una textura lisa con diversas ramas flexibles y
extendidas. Respecto a sus hojas se puede mencionar que tienen una coloracion
verde oscura con forma oblonga-eliptica, dentadas, coridceas, con apice acuminado,
las cuales alcanzan 15 a 21cm de largo con 5 a 7,5 cm de ancho y 1 cm de largo a

nivel del peciolo (Reyes, 2021).
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Las flores que tiene la Guayusa son de color blanco con pétalos obtusos,
estambres con varios pétalos, con ovario sésil sub globosos que por lo general tiene
de 4 a 6 cavidades y su fruto es una baya de coloracion verde con un tamafio de 1

cm de ancho (Reyes, 2021).

Taxonomia

Clase: Equisetopsida

Subclase: Magnoliidae

Superorden: Asteranae

Orden: Aquifoliales Senft

Familia: Aquifoliaceae Bercht

Género: llex L.

Especie: llex Guayusa Loes

Recuperado de: (Reyes, 2021).

Tipos de Guayusa

llex Guayusa

Son hojas con forma oblonga-eliptica de coloracién verde oscura con un
anchode 5a7.5cmy 15 a 21 cm de largo, las cuales son empleadas para la

elaboracion de bebidas estimulantes (Tamayo, 2017).



57

llex vomitoria

Corresponde a hojas de coloracién verde claro, las cuales son utilizadas
como emético natural, ademas este tipo de hojas cuenta con un largo de 1 a 4.5cmy

1 a 2 cm de ancho y una forma ovalada (Tamayo, 2017).

llex paraguariensis

Son hojas que se emplean como bebida estimulante que constan con una
forma ovalada y las cuales tienen de 7 a 11cm de largo, 3 a 5.5 cm de ancho y una

coloracién verde oscura (Tamayo, 2017).

Composicion quimica

La Guayusa tiene en su composicion quimica gran contenido de cafeina que
tiende a ser superior a las cantidades tanto del café como del té, esto podria explicar
la caracteristica principal de la ingesta de la bebida a partir de esta especie vegetal
gue es la obtencién de energia, debido a que la cafeina es un alcaloide que actla en
el organismo como estimulante (Rocha, 2018).

Tiene también compuestos como es la teobromina, xantinas, esteroides,
teofilina, lactonasterpénicas y terpenoides (Rocha, 2018), o compuestos que por lo
general se encuentran en el té verde como es el 4cido glutamico, también cuenta
con acidos clorogenicos, antioxidantes, aminoacidos en grandes concentraciones,
minerales como el zinc, potasio, calcio y magnesio y vitaminas como vitamina C y D

(Granda & Estupifian, 2019).
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Obtenido de: (Rocha, 2018).

A continuacion, se presenta la siguiente tabla con las cantidades de los

componentes quimicos gue posee la Guayusa, segin Rocha (2018):

Tabla 10

Componentes quimicos de la Guayusa

Compuesto Cantidad Unidad
Cafeina 3,33 %
Acido glutdmico -
Teobromina 0,02 %
Antioxidantes 58 uM/g
Flavonoides -
Elaborado por: Autoras Recuperado de: (Rocha, 2018).

A nivel fitoguimico, la Guayusa cuenta a mas de la cafeina con taninos,
esteroides, quinonas, derivados de catecol, aceites esenciales, triterpenos,
saponinas, cuatro flavonoides, piridoxina, lactonas, riboflavina, colina, acido
nicotinico, tisanas y acido isobutirico (Reyes, 2021).

Propiedades fisicoquimicas de la Guayusa

Segun Valladares & Villa (2021), las propiedades fisicoquimicas de la

Guayusa son las siguientes en base a distintos procesos de secado:

Tabla 11

Propiedades fisicoquimicas de la Guayusa

Secado a
. Secado a luz
Parametros temperatura Secado a horno
solar i
ambiente
Cafeina 2.98 + 0.15% 3.02 +£+0.07% 3.71+0.11%
Humedad residual 7.65 + 0.08% 7.82 £0.41% 7.33 +£0.44%

Cenizas totales 6.86 + 0.11% 6.87 £0.12% 6.85+0.11%
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Cenizas solubles

3.09 £ 2.10% 3.10 £ 2.12% 3.11+2.12%
en agua
Cenizas insolubles ¢ g7 1 4 004 0.87 +0.07% 0.86 + 0.03%
en acido
Elaborado por: Autoras Recuperado de: (Valladares & Villa, 2021).

Beneficios de llex Guayusa

Como se ha mencionado, la Guayusa posee algunas propiedades benéficas
en el organismo, por ello a continuaciéon se mencionan otras mas y enfocadas a

cada accion en el organismo.

A nivel inmunolégico, compuestos como son compuestos polifendlicos o las
saponinas tienen la accion de proteger al organismo de enfermedades croénicas, ya
gue dichos compuestos previenen la inflamacién y la tension, lo cual contribuye a

mejorar el sistema inmune (Granda & Estupiiian, 2019).

El té de Guayusa actia como antioxidante, debido a los compuestos
fendlicos con los que cuenta, los cuales permiten reducir el estrés oxidativo y la
prevencion de la accion de los radicales libres que tienden a tener gran impacto en
la salud generando en diversos casos cancer o enfermedades crénicas (Granda &

Estupifian, 2019).

A nivel digestivo el té de Guayusa permite tener una digestién mas rapida y
estable, ya que posee acciones antiinflamatorias, esto conduce a que también
contribuya a pérdida de peso ya que induce a una mejor digestién por medio de la

estimulacion del metabolismo (Granda & Estupifian, 2019).
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Capitulo 11l

Materiales y métodos

Lugar del area de investigacion

La investigacion se llevé a cabo en los laboratorios de la Universidad de las

Fuerzas Armadas "ESPE" en la sede de Santo Domingo.

Ubicacion politica

Pais: Ecuador

Provincia: Santo Domingo de los Tsachilas
Canton: Santo Domingo de los Colorados
Parroquia: Luz de América

Direccién: Santo Domingo-Via Quevedo km 24 margen izquierdo

Ubicacién Geogréfica

Se desarrollé en el laboratorio de Bromatologia y Microbiologia ubicados en
la Universidad de las Fuerzas Armadas sede Santo Domingo.
Latitud: 00° 24’ 36”
Longitud: 79° 18’ 43"
Altitud: 270 msnm
Ubicacion geografica donde se realizo la investigacion

Figura 3

Ubicacién geografica donde se realizo la investigacion
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Nota: En la imagen adjunta se observa la ubicacion geogréfica donde se llevo a cabo la

presente investigacion.

Ubicacién ecolégica

Zona de Vida : Bosque humedo tropical
Altitud : 224 msnm
Precipitacion : 2860 mm afo

Humedad relativa : 85%
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Materiales

Preparacion de Té

Tabla 12

Materiales empleados para la preparacion de té negro y guayusa para la obtencién de

SCOBY

Muestras Equipos Materiales
Kombucha Estufa Frascos de vidrio de
iniciadora tipo 1 750 mL
Kombucha Toallas de algodén
iniciadora tipo 2 reutilizables

Ligas plasticas
estériles

Embudo

Cucharas de palo
Cedazo

Ollas de acero
quirdrgico

Determinacion de Grados Brix

Tabla 13

Materiales empleados para evaluacion de grados Brix en muestras té negro y té de guayusa

para la obtencién de SCOBY

Muestras Equipos Materiales

Té negro Refractometro Piceta
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Té de guayusa Vasos de precipitacion
de 250 mL

Goteros

Determinacion de pH

Tabla 14

Materiales requeridos para analisis de pH de té negro y té de guayusa para la obtencion de

SCOBY
Muestras Equipos Materiales
Té negro Potenciémetro Piceta
Té de guayusa Vasos de precipitacion de
250 mL

Probeta de 50 mL

Determinacién de Acidez titulable

Tabla 15

Materiales requeridos para el analisis de acidez titulable de té negro y té de guayusa para la

obtencién de SCOBY

Muestras Reactivos Equipos Materiales
té negro Hidroxido de Plancha de agitacion  Agitador magnético
sodio 0,1N

Té de guayusa Potenciémetro Probeta de 50 mL
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Vasos de 250 mL
Vasos de
precipitacién de 50
mL
Bureta de 25 mL

Soporte Universal

Balones de aforo de
250 mL

Piceta

Recuento de poblaciones microbianas

Tabla 16

Materiales para el recuentro microbioldgico de las muestras de té negro y té de guayusa

Muestras

Reactivos

Equipos

Materiales

Kombucha tipo 1
(Kombucha de té
negro)

Kombucha tipo 1
(Kombucha de té de
guayusa)

Kombucha tipo 2
(Kombucha de té
negro)

Kombucha tipo 2
(Kombucha de té de
guayusa)

Peptona

Agua destilada

Plancha de agitacion
y calor

Autoclave

Céamara de flujo
laminar

Incubadora
Balanza
Contador de colonias

Vortex

Agitador magnético
Lamparas de alcohol

Espatula-Cuchara

Frasco de vidrio

Probeta

Tubos de ensayo
con tapa rosca

Vasos de
precipitacién

Micropipetas

Puntas para
micropipeta

Gradilla




Petrifilm

Tijera
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Siembra de microorganismos

Tabla 17

Materiales de siembra dispensables para la obtencién de microorganismos presentes en los

SCOBY de Kombucha

Muestras Reactivos Equipos Materiales
SCOBY de Agar MRS Plancha de agitacion  Agitador magnético
Kombucha tipo 1 y calor
(Kombucha de té Alcohol 70% Lamparas de alcohol
negro)

Espatula-Cuchara
SCOBY de Autoclave Frasco de vidrio

Kombucha tipo 1
(Kombucha de té de
guayusa)

SCOBY de
Kombucha tipo 2
(Kombucha de té
negro)

SCOBY de
Kombucha tipo 2
(Kombucha de té de
guayusa)

Céamara de flujo
laminar

Incubadora

Balanza

Probeta

Placas petri
Asas bacterioldgicas
Parafilm

Tijera
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Aislamiento de microorganismos

Tabla 18

Materiales para aislamiento de microorganismos a partir de los tipos de SCOBY y especies

vegetales

Muestras Reactivos Equipos Materiales
Cajas petri de Agar MRS Plancha de agitacion  Agitador magnético
bacterias y calor
desarrolladas de Espéatula-Cuchara
SCOBY de
Kombucha tipo 1 Lamparas de alcohol
(Kombucha de té
negro) Probeta
Cajas petri de Autoclave Frasco de vidrio
bacterias
desarrolladas de Balanza Parafilm
SCOBY de
Kombucha tipo 1
(Kombucha de té de
guayusa)
Cajas petri de Cémara de flujo Placas petri

bacterias
desarrolladas de
SCOBY de
Kombucha tipo 2
(Kombucha de té
negro)

Cajas petri de
bacterias
desarrolladas de
SCOBY de
Kombucha tipo 2
(Kombucha de té de
guayusa)

laminar
Asas bacteriologicas

Tijera




Identificacion microbiolégica de microorganismos

Tabla 19

Identificacion de microorganismos provenientes de las muestras de té negro y guayusa con

sus respectivos SCOBY

Muestras Reactivos Equipos Materiales
Bacterias de Cristal violeta Microscopio Asas bacterioldgicas
SCOBY de
Kombucha tipo 1 Lugol Lamparas de alcohol
(Kombucha de té
negro) Alcohol acetona Gotero

Safranina
Bacterias de Aceite de Picetas
SCOBY de inmersién
Kombucha tipo 1 Portaobjetos
(Kombucha de té de Peroxido de
guayusa) Hidrégeno Varillas de vidrio

Cubeta de tinciéon

SCOBY de

Kombucha tipo 2
(Kombucha de té
negro)

SCOBY de
Kombucha tipo 2
(Kombucha de té de
guayusa)

Analisis estadistico

Niveles y Factores de la investigacion

La siguiente investigacion se clasifico por factores y niveles de experimento
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Tabla 20

Factores y niveles para llevar a cabo la investigacion

Factores Niveles
Kombucha (SCOBY) tipo 1 AQ
(A)
Komucha (SCOBY) tipo 2 Al
(A)
BO: té negro
Especies vegetales (B) B1: Guayusa

Nota: Se especifican los tipos de Kombucha que se emplearon, el tipo de sustrato en el que

se fermento.

Interaccion de los tratamientos

Tabla 21

Interacciones respectivas con sus respectivos tratamientos (Kombucha y sustratos)

Tratamiento Interaccion Combinacion
T1 AOBO Kombucha tipo 1+ té negro
T2 AOB1 Kombucha tipo 1 + té de
guayusa
T3 A1BO Kombucha tipo 2+ té negro

Kombucha tipo 2 + té de

T4 AlB1
guayusa

Nota: Etiquetas empleadas para el disefio experimental respectivo.

Tipo de disefio

Para la obtencién de las bacterias acido lacticas de la bebida de Kombucha se
aplicé un disefio bifactorial A x B (2x2), obteniendo un total de 4 tratamientos con cinco
repeticiones por tratamiento y para las UFC se emple6 el mismo disefio con cinco

repeticiones. El modelo estadistico empleado es el siguiente:
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Modelo matematico del modelo experimental

Factorial Yijk = u + i+ yj+ (ay)ij+ Bk+ €ijk Donde:

Yijkl= observacion del i-esimo nivel del factor A, j-ésimo nivel del factor B y k-ésimo
nivel réplica.

M = media general

«i = efecto i-ésimo de los SCOBY

yj = efecto j-ésimo de especies vegetales

(ay)ij = efecto de la interaccién de primer orden del i-ésimo de los SCOBY vy el j-ésimo
del tipo de especies vegetales

Bk = efecto k-ésimo nivel replica

eijk = error experimental obtenido de los factores

Repeticiones

Se realizd cinco repeticiones por tratamiento, lo cual generd un total de 20

unidades experimentales y para el caso de las UFC se realiz6 el mismo procedimiento.

Tabla 22

Andlisis de varianza, para analisis fisico quimicos

Fuente de variacion Grados de libertad
Tipos de Kombucha (a-1) 1
Especies Vegetales (b-1) 1
(Tipos de SCOBY)(Especies [(@a-1) * (b-1)] 1

Vegetales)
Réplica (r-1) 4
Error (a*b*r-1)-(a-1)-(b-1)-[(a-1) * 12
(b-1)]

Total (a*b*r-1) 19

Nota: Modelo aplicado del disefio experimental con sus respectivos grados de libertad.
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Andlisis funcional. Para dar un resultado 6ptimo hay que proceder a tomar
una decisién con resultados de las variables obtenidos para ello se aplicé y

considero la prueba de tukey (p<0,05) para el analisis de varianza.

Métodos

Preparacion de Té

Se coloc6 2,5 L de agua embotellada en una olla de acero quirurgico a hervir
hasta llegar al punto de ebullicion, luego se afiadié 12 g por cada litro de agua de té
negro, se dejd hervir por 15 minutos y se apag0, luego se procedié a colocar 125 g
de azlcar por cada litro de agua, se mezcld hasta diluir totalmente el azlUcar y se
dej6 enfriar.

Para la preparacion del té de guayusa se realizé el mismo procedimiento, se
colocé 2,5 L de agua embotellada en una olla de acero quirdrgico, se dejé en
coccion hasta alcanzar el punto de ebullicion, se continud colocando 12 g de
guayusa en polvo por cada litro de agua y se procedio a dejar hervir por 15 minutos,
luego se apago, se afiadié 125 g de azlcar por litro y se dejoé reposar la solucién de

té hasta enfriar.

Determinacién de Grados Brix

Se adquirié 1 mL de muestra de cada tratamiento de té de Kombucha por
separado, luego se limpié la zona de lectura del refractometro con agua destilada, se
procedio a secar con una toalla de papel y se prosiguié a colocar una gota en el
refractdmetro para medir los grados brix de cada muestra, donde se evidencié
dichos grados de acuerdo a donde se reflejaba la coloracion azul en la escala de

medida y se prosigui6 a la toma de resultados.
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Determinacién de pH

Para la determinacién del nivel de pH de cada muestra de té de Kombucha,
se adquirio de 15 a 20 mL de cada tratamiento y se coloc6 en vasos de precipitacion

de 50 mL de capacidad con el fin de tener un mejor manejo.

Luego se calibr6 el peachimetro con las soluciones buffer, se procedi6 a
lavar el electrodo con agua destilada y se continu6 colocando al mismo en cada una
de las muestras de té de Kombucha, lo cual se realiz6 lecturas por separado, se
colocé la opcién de medir pH, se dejo por unos minutos al electrodo en el interior de

las muestras evitando no moverlo hasta la obtencion de los valores.

Determinacion de Acidez titulable

Para la determinacién en productos liquidos se lo realizé6 mediante la norma

INEN 0381 (1985):

Para ello se utilizé 25 mL de solucién de Kombucha en un matraz de 250 mL
y se afiadié agua destilada hasta llegar al menisco, se procedié a mezclar hasta
conseguir una homogeneizacion. Seguidamente se tomé6 25 mL de la disolucion del
matraz con ayuda de una probeta colocdndolo en un vaso de precipitacion y se
midio el pH. La titulacion se dio pausadamente con hidréxido de sodio al 0,1N hasta
alcanzar un pH de 7, 8,1 y alrededor de 8,3 aproximadamente. Se registré el
volumen de hidréxido de sodio y el pH alcanzado después de cada gota. Para
culminar se establecié el pH y volumen ocupado por medio de la interpolaciéon un pH

de 8,1 como la norma lo indica.

Para determinar el volumen con precisién de solucion de 0,1 N de hidréxido

de sodio correspondiente al pH 8,1 se lo realizé por interpolacion. Se resuelve

La acidez titulable mediante la siguiente ecuacion:
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- (0

Lo cual se denomina:

A =g de 4cido en 1000 mL de producto.

V1 = mL de NaOH usados para la titulacion de la alicuota.

N1 = normalidad de la solucién de NaOH.

M = peso molecular del acido de referencia (0,064 de acido citrico).

V2 = volumen de la alicuota tomada para el analisis.

Recuento de poblaciones microbianas

Se establecié basandose en la norma INEN 1529-5 (2006), en la

determinacion de unidades formadoras de colonias por mL (UFC/mL).

Se diluyé en 108 mL de agua destilada, 0,54 gramos de agua peptona, luego
se colocé 9mL de la homogenizacién en tubos de ensayo para la preparacion de
disoluciones seriadas hasta llegar a 10-3. Se continu6 con la esterilizacién de la
solucion en los tubos con empleo del autoclave, una vez culminado se prosiguio a
llevar los tubos a la camara de flujo laminar para la preparacion de las disoluciones.
Se tom6 1mL de la solucion de Kombucha la cual se colocé en el primer tubo de

ensayo luego se agité con la ayuda del vortex asi hasta llegar a 1073,

Se sembré 1mL del inoculo de la solucién de 102 en las Petrifilm de mohos y
levaduras se incubaron a temperatura ambiente por 72 horas mientras que los
Petrifilm de bacterias fueron incubados a 35-37°C durante 48 horas. Luego se
realizé el conteo con ayuda del contador de colonias Colony Colony Counter

ISOLAB y se resolvié mediante la siguiente ecuacion:

UFC) _ Numero de colonias * Inverso del factor de dilusion

Recuento (
mL

Volumen inoculado
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Siembra de microorganismos

Se preparé agar MRS con el protocolo propuesto por el fabricante, una vez
preparado el medio se prosiguid con la esterilizacion de todos los materiales
requerido y mencionados en la tabla 17, luego de ello se llevé todo a la camara de
flujo laminar y se dispenso el medio en las cajas Petri para dejar en UV por

aproximadamente 20 minutos.

Antes de proceder a la siembra de microorganismos se realizé una
desinfeccion de manos con alcohol al 70% a su vez se roseo la parte delantera de la
bata que dard justo frente a la camara de flujo laminar, una vez realizado todo lo
mencionado se prosiguio a colocar los 4 tratamientos de Kombucha dentro de la

camara.

Seguidamente se encendio los 2 mecheros de alcohol conjuntamente con el
aire de la camara para evitar asi la proliferacion de microorganismos que podrian

causar contaminacion.

Se tom6 seguidamente el asa bacteriolégica y se sometio al fuego del
mechero hasta alcanzar una coloracion roja vivo luego se esper6 unos segundos
para su previo enfriamiento y asi proseguir a raspar el SCOBY en diferentes

secciones para sembrar de forma estriada en la caja Petri.

Se empled el mismo proceso para cada uno de los tratamientos obteniendo

asi 2 placas por cada uno de ellos.

Se realiz6 la siembra al dia 3, 5y 7 de los SCOBY obtenidos de los 4

tratamientos de la Kombucha.
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Aislamiento de microorganismos

En primera instancia se preparé el medio para el crecimiento de los
microorganismos, por ello se prepar6 agar MRS de acuerdo a las indicaciones por
parte del fabricante, se continu6 a esterilizar todos los materiales a utilizar en el
autoclave, con anterioridad se desinfecto la cAmara de flujo laminar. Una vez
esterilizada la camara se prosigui6 a dispensar el medio en cajas Petri y se dej6
enfriar, seguidamente se dejé en UV por un tiempo de 20 minutos.

El aislamiento de las bacterias se llevo a cabo con asas bacterioldgicas para
ello se selecciond las colonias que se formaron observando que difieran una de
otras, previamente se calent6 el asa en el fuego del mechero hasta alcanzar un rojo
vivo se dej6 enfriar por un momento para asi proseguir a tomar la colonia
seleccionada, rapidamente se sembro de forma estriada en toda la caja Petri y se
sellé con Parafilm para luego llevar las muestras obtenidas a la estufa por un periodo

de 24 a 48 horas a 37°C.

Identificacion microbiolégica

Para la identificacion microbiol6gica de microorganismos, se colocé una gota
de agua destilada en un portaobjeto limpio, luego se adquirié una pequefa porcion
de muestra microbioldgica con ayuda de un asa bacteriologica y se afiadio al
portaobjeto con agua, se prosiguié mezclando la bacteria con el agua hasta
conseguir una mezcla casi homogénea o hasta evidenciar que no hay restos de
bacterias de coloracion blanca.

Se procedié a fijar la muestra con aplicacién de calor empleando para ello
una ldmpara de alcohol hasta que se evidenci6 que estaba totalmente seca, se
procedio aplicar la técnica de tincibn Gram, para lo cual se afadioé primero una gota

de cristal violeta se dejoé concentrar por un minuto, se procedié a lavar la muestra
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con abundante agua destilada y se sec6 con el calor emitido por la lampara de
alcohol.

Luego se coloco lugol al cual de igual manera se dejo tefiir por un minuto, se
procedid a lavar con abundante agua destilada y se secé con la lampara de alcohol,
se continud colocando alcohol acetona, se dej6 reposar por 15 segundos para
decolorar, de igual manera se lavé con agua destilada y se secé, finalmente se
colocé safranina por un minuto, se procedié a lavar y secar con la lampara de
alcohol.

Se continu6 colocando la muestra teflida en un microscopio, se coloc6 una
gota de aceite de inmersidn en la muestra para observar a 100X y se evidencio las
caracteristicas morfolégicas de los microorganismos, asi también se identificé de
acuerdo al tipo de coloracién que presentaron a qué tipo de microorganismos
correspondian.

Se prosiguio realizando la prueba de catalasa para evidenciar a nivel quimico
a que grupo de microorganismos pertenecen, para ello, se utilizé un portaobjeto
limpio y desinfectado, luego se coloc6 una gota de peroxido de hidrégeno y una
porcidn de muestra microbioldgica, se mezcldé de manera rapida y se dejé reposar
unos segundos hasta evidenciar si hay o no presencia de burbujas que es la

reaccion a catalasa positiva o en ausencia catalasa negativa.

Identificacion bioquimica de microorganismos

Prueba de catalasa

Se empleé varios portaobjetos, a los cuales se limpid y desinfectd con
alcohol para evitar impurezas que afecten el observar la reaccion bioquimica, luego
se adquirié una porcidn de muestra microbioldgica con un asa previamente
esterilizada con calor, se procedid a colocar una gota de peréxido hidrogeno y se
dej6 reposar hasta evidenciar la reaccion.

Prueba de oxidasa
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Se utilizé porciones de papel filtro estéril de aproximadamente 3 a5 cm
cuadrados, mismos que se colocaron en una caja Petri con el fin de evitar derrames
de reactivo, se prosiguio a afiadir 3 gotas de reactivo Kovacs, se continué
adquiriendo una porcion de muestra microbiolégica y se aplico sobre el papel filtro
con el reactivo, se dej6é por unos segundos hasta evidenciar si se generaba o no

reaccion.
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Capitulo IV

Resultados

Parametros fisico quimicos por individual en los diferentes dias

Tabla 23

Andlisis de varianza pH dia 3

Efecto Sumade GL Cuadrados F-valor P-valor
cuadrados medios
Tipo de Kombucha (A) 0.0304 1 0.0304 4.15 0.064298
Tipo de especie vegetal 0.0218 1 0.0218 2.97 0.110375
(B)
| A*B 0.0020 1 0.0020 0.27 0.610913
Replicas 0.0583 4 0.0146 1.99 0.160262
Error 0.0880 12 0.0073

Nota: en esta tabla se muestra el analisis de varianza del pH en el dia 3 de la fermentacion

del té.

Tabla 24

Analisis de varianza de acidez dia 3

Efecto Suma de GL Cuadrados F-valor P-valor
cuadrados medios
Tipo de Kombucha (A)  0.00000000183 1 0.0000000018 0.060 0.811277
5 35
Tipo de especie 0.00000027992 1 0.0000002799 9.090 0.010763
vegetal (B) 7 27
| A*B 0.00000000044 1 0.0000000004 0.014 0.906883
0 40
Replicas 0.00000030685 4 0.0000000767 2.491 0.098973
7 14
Error 0.00000036953 12  0.0000000307
5 95

Nota: en esta tabla se muestra el andlisis de varianza de la acidez en el dia 3 de la

fermentacion del té.

Tabla 25

Andlisis de varianza de Brix dia 3

Efecto Suma de GL Cuadrados medios F-valor P-valor
cuadrados
Tipo de Kombucha(A) 5.000 1 5.000 10.762  0.006573
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Tipo de especie vegetal 1.458 1 1.458 3.138 0.101843
(B)

| A*B 0.722 1 0.722 1.554 0.236320
Replicas 2.637 4 0.659 1.419 0.286519
Error 5.575 12 0.465

Nota: en esta tabla se muestra el analisis de varianza de grados Brix en el dia 3 de la

fermentacion del té.

En el andlisis de varianza del pH del dia 3 (tabla 23) se determiné que el tipo
de Kombucha no presento influencia en sus niveles ya que el valor proporcionado de
la probabilidad es mayor al de referencia 0.05>P (0.05<0.064298), en tipo de
especie vegetal se determind que el sustrato suministrado no tuvo influencia por
parte de los medios ya que la probabilidad proporcionada resulté ser mayor a la que
se toma como referencia 0.05>P (0.05<0.110375), respecto a la interaccion se
evidencié que este no tiene influencia como tal de sus niveles ya que el valor
proporcionado por la probabilidad es mayor del tomado como referencia 0.05>P
(0.05<0.610913).

En el anadlisis de varianza de la acidez del dia 3 (tabla 24) se determin6 que
el tipo de Kombucha no presento influencia en sus niveles ya que el valor
proporcionado de la probabilidad es mayor al de referencia 0.05>P (0.05<0.811277),
en tipo de especie vegetal se determiné que el sustrato suministrado tuvo influencia
por parte de los medios ya que la probabilidad proporcionada resulté ser menor a la
gue se toma como referencia 0.05>P (0.05>0.010763), respecto a la interaccion se
evidencié que este no tiene influencia como tal de sus niveles ya que el valor
proporcionado por la probabilidad es mayor del tomado como referencia 0.05>P
(0.05<0.906883).

En el analisis de varianza de los grados Brix del dia 3 (tabla 25) se determiné
gue el tipo de Kombucha presento influencia en sus niveles ya que el valor
proporcionado de la probabilidad es menor al de referencia 0.05>P (0.05<0.006573),

en tipo de especie vegetal se determind que el sustrato suministrado no tuvo



influencia por parte de los medios ya que la probabilidad proporcionada resultd ser

mayor a la que se toma como referencia 0.05>P (0.05<0.101843), respecto a la

79

interaccion se evidencio que este no tiene influencia como tal de sus niveles ya que

el valor proporcionado por la probabilidad es mayor del tomado como referencia

0.05>P (0.05<0.236320).
Tabla 26

Analisis de varianza pH dia 5

Efecto Suma de GL Cuadrados F-valor P-valor

cuadrados medios

Tipo de Kombucha (A) 0.0110 1 0.0110 1.25 0.286274

Tipo de especie vegetal 0.0076 1 0.0076 0.86 0.372676

(B)

| A*B 0.0018 1 0.0018 0.20 0.659928

Replicas 0.0922 4 0.0231 2.60 0.089509

Error 0.1064 12 0.0089

Nota: en esta tabla se muestra el andlisis de varianza del pH en el dia 5 de la fermentacién

del te.

Tabla 27

Andlisis de varianza acidez dia 5

Efecto Suma de GL Cuadrados F-valor P-valor
cuadrados medios

Tipo de Kombucha (A) 0.000001 1 0.000001 12.666 0.003932
Tipo de especie 0.000000 1 0.000000 4,955  0.045950
vegetal (B)

| A*B 0.000003 1 0.000003 50.199 0.000013
Replicas 0.000000 4 0.000000 0.833  0.529480
Error 0.000001 12 0.000000

Nota: en esta tabla se muestra el analisis de varianza de la acidez en el dia 5 de la

fermentacion del té.

Tabla 28

Andlisis de varianza grados Brix dia 5

Efecto Suma de GL Cuadrados F-valor P-valor
cuadrados medios
Tipo de Kombucha (A) 0.024 1 0.024 0.39 0.545600
Tipo de especie 0.012 1 0.012 0.20 0.664759

vegetal (B)
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| A*B 0.760 1 0.760 12.01  0.004672
Replicas 0.532 4 0.133 2.10 0.143784
Error 0.760 12 0.063

Nota: en esta tabla se muestra el analisis de varianza del Brix en el dia 5 de la fermentacién

del té.

La tabla 26 representa el analisis de varianza aplicado al pH del dia 5 se
pudo identificar que el tipo de Kombucha no tuvo diferencia significativa ya que el
valor comparado con la medida 0.05>P no cumplen la relacion (0.05<0.286274) por
lo que se pudo determinar que sus niveles proporcionan datos estadisticamente
iguales, referente al tipo de especie vegetal se determind que no existio diferencia
significativa ya que al ser comparado con la medida estandar 0.05>P
(0.05<0.372676), referente a la interaccion se puede determinar que no existe
diferencia significativa ya que el valor proporcionado por el andlisis es mayor al
estandar comparado 0.05>P (0.05<0.659928).

La tabla 27 representa el analisis de varianza aplicado a la acidez del dia 5
se pudo identificar que el tipo de Kombucha tuvo diferencia significativa ya que el
valor comparado con la medida 0.05>P cumple con la relacion (0.05>0.003932) por
lo que se pudo determinar que sus niveles proporcionan datos estadisticamente
diferentes, referente al tipo de especie vegetal se determind que existié diferencia
significativa ya que al ser comparado con la medida estandar 0.05>P cumple con la
premisa (0.05>0.045950), referente a la interaccion se puede determinar que existe
diferencia significativa ya que el valor proporcionado por el andlisis es menor al
estandar comparado 0.05>P (0.05>0.000013).

La tabla 28 representa el analisis de varianza aplicado a los grados Brix del
dia 5 se pudo identificar que el tipo de Kombucha no tuvo diferencia significativa ya
que el valor comparado con la medida 0.05>P no cumplen la relacion
(0.05<0.545600) por lo que se pudo determinar que sus niveles proporcionan datos

estadisticamente iguales, referente al tipo de especie vegetal se determiné que no
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0.05>P (0.05<0.664759), referente a la interaccién se puede determinar que no
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existe diferencia significativa ya que el valor proporcionado por el andlisis es menor

al estandar comparado 0.05>P (0.05<0.004672).

Tabla 29

Andlisis de varianza pH dia 7

Efecto Suma de GL Cuadrados F-valor P-valor

cuadrados medios

Tipo de Kombucha (A) 0.0281 1 0.0281 3.43 0.088589

Tipo de especie 0.0022 1 0.0022 0.27 0.613265

vegetal (B)

| A*B 0.0151 1 0.0151 1.85 0.199133

Replicas 0.0596 4 0.0149 1.82 0.190122

Error 0.0983 12 0.0082

Nota: en esta tabla se muestra el andlisis de varianza del pH en el dia 7 de la fermentacion

del té.

Tabla 30

Analisis de varianza acidez dia 7

Efecto Suma de GL Cuadrados F-valor P-valor
cuadrados medios

Tipo de Kombucha (A) 0.000021 1 0.000021 51.020 0.000012
Tipo de especie 0.000036 1 0.000036 89.070 0.000001
vegetal (B)

| A*B 0.000002 1 0.000002 5.787 0.033178
Replicas 0.000001 4 0.000000 0.373 0.823379
Error 0.000005 12 0.000000

Nota: en esta tabla se muestra el andlisis de varianza de la acidez en el dia 7 de la

fermentacion del té.

Tabla 31

Andlisis de varianza Brix dia 7

Efecto Suma de GL Cuadrados F-valor P-valor
cuadrados medios
Tipo de Kombucha (A) 1.984 1 1.984 10.34 0.007424
Tipo de especie vegetal 2.245 1 2.245 11.69 0.005087

(B)
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| A*B 8.845 1 8.845 46.07  0.000019
Replicas 0.028 4 0.007 0.04  0.997092
Error 2.304 12 0.192

Nota: en esta tabla se muestra el analisis de varianza de grados Brix en el dia 7 de la
fermentacion del té.

En el analisis de varianza del pH del dia 7 (tabla 29) se determiné que el tipo
de Kombucha no presento influencia en sus niveles ya que el valor proporcionado de
la probabilidad es mayor al de referencia 0.05>P (0.05<0.088589), en tipo de
especie vegetal se determiné que el sustrato suministrado no tuvo influencia por
parte de los medios ya que la probabilidad proporcionada resulté ser mayor a la que
se toma como referencia 0.05>P (0.05<0.613265) respecto a la interaccién se
evidencié que este no tiene influencia como tal de sus niveles ya que el valor
proporcionado por la probabilidad es mayor del tomado como referencia 0.05>P
(0.05<0.199133).

En el analisis de varianza de la acidez del dia 7 (tabla 30) se determin6 que
el tipo de Kombucha presento influencia en sus niveles ya que el valor
proporcionado de la probabilidad es menor al de referencia 0.05>P (0.05>0.000012),
en tipo de especie vegetal se determind que el sustrato suministrado tuvo influencia
por parte de los medios ya que la probabilidad proporcionada resulté ser menor a la
gue se toma como referencia 0.05>P (0.05>0.000001), respecto a la interaccion se
evidencié que este tiene influencia como tal en sus niveles ya que el valor
proporcionado por la probabilidad es mayor del tomado como referencia 0.05>P
(0.05>0.033178).

En el andlisis de varianza de los grados Brix del dia 7 (tabla 31) se determiné
gue el tipo de Kombucha presento influencia en sus niveles ya que el valor
proporcionado de la probabilidad es menor al de referencia 0.05>P (0.05>0.007424),
en tipo de especie vegetal se determin6 que el sustrato suministrado tuvo influencia
por parte de los medios ya que la probabilidad proporcionada resulté ser menor a la

gue se toma como referencia 0.05>P (0.05>0.005087) se identificé influencia de los
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niveles existentes en este factor, respecto a la interaccion se evidencio que este
tiene influencia como tal de sus niveles ya que el valor proporcionado por la

probabilidad es menor del tomado como referencia 0.05>P (0.05>0.000019).

Factor A (Tipo de Kombucha)

Tabla 32

Andlisis de parametros fisico-quimicos de separacion de medias del Factor A de los tipos de

Kombucha en el dia 3

pH Acidez Grados Brix
Tipo 1 3.58 A 0.003908 # 13.58 4
Tipo 2 3514 0.003927 A 14.58 B

Nota: Andlisis de separacion de medias donde podemos identificar los grupos homogéneos

y heterogéneos usando la prueba de tukey.
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Figura 4

Grafica del analisis de varianza de las parametros fisico-quimicos pH (A), Acidez (B) Grados

Brix (C) correspondiente al dia 3 en el Factor A (tipo de Kombucha)

pH

Aridez

Brix
-
.
[}

Tipo 1 Tipo 2
Tipo de Kombucha

Nota: El grafico esta dividido por tres analisis A pH, B Acidez y C con grados Brix, estos
representados en graficos de cajas y bigotes estos graficos corresponden al factor A tipo de

Kombucha en el dia 3.

La figura 4 en la seccién A se pudo observar que no existio diferencia algun
confirmando con el analisis de separacion de medias tukey que como los dos tipos
de Kombucha aplicados en el estudio pertenecen al mismo grupo, respecto a la
seccién B acidez al no existir diferencia significativa no se considera que las medias

sean distintas de igual manera en la seccién C grados Brix se encontr6 como tal
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diferencia significativa donde el tipo de Kombucha 2 present6 una media de 14.58

mayor a la del tipo 1 con 13.58.

Tabla 33

Andlisis de parametros fisico-quimicos de separacion de medias del Factor A de los tipos de

Kombucha en el dia 5

pH Acidez Grados Brix
Tipo 1 3.544 0.0033114 14.34 A
Tipo 2 3.50 A 0.003719 B 14.27 A

Nota: Andlisis de separacion de medias donde podemos identificar los grupos homogéneos

y heterogéneos usando la prueba de tukey.
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Figura 5

Grafica del analisis de varianza de las parametros fisico-quimicos pH (A), Acidez (B) Grados

Brix (C) correspondiente al dia 5 en el Factor A (tipo de Kombucha)
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Nota: El grafico esta dividido por tres analisis A pH, B Acidez y C con grados Brix, estos
representados en graficos de cajas y bigotes estos graficos corresponden al factor A tipo de

Kombucha en el dia 5.

La figura 5 en la seccidén A pH se evidencio que no existio diferencia
significativa por lo que las medias son estadisticamente iguales, respecto a la
seccién B acidez se puede evidenciar que tipo 2 con media 0.003719 es mayor al
tipo 1 con media 0.003311, respecto a la seccidon C grados Brix no existié diferencia

significativa por lo que el tipo 1 y el tipo 2 estadisticamente son los mismos.
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Tabla 34

Andlisis de parametros fisico-quimicos de separacion de medias del Factor A de los tipos de

Kombucha en el dia 7

pH Acidez Grados Brix
Tipo 1 3.524 0.006317 # 14.63 B
Tipo 2 3454 0.008358 © 14.00 #

Nota: Andlisis de separacion de medias donde podemos identificar los grupos homogéneos

y heterogéneos usando la prueba de tukey.

Figura 6

Representacion gréfica del andlisis A pH, B Acidez y C grados Brix correspondiente al dia 7

en el Factor A (tipo de Kombucha)
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Nota: El grafico esta dividido por tres analisis A pH, B Acidez y C con grados Brix, estos
representados en graficos de cajas y bigotes estos graficos corresponden al factor A tipo de

Kombucha en el dia 7.

La figura 6 en la seccién A se puede determinar que no existe diferencia
significativa por lo que el tipo 1 y el tipo 2 en pH al dia 7 se mantiene
estadisticamente igual, respecto a la seccién B en la acidez podemos determinar
gue el tipo 2 con 0.008358 siendo esta mayor que el tipo 1 con 0.006317, mientras
gue en la seccion C se evidencio en grados Brix que el tipo 1 es mayor el grado con

14.63 a comparacion del tipo 2 con 14.00.

Factor B (Tipo de especie vegetal)

Tabla 35

Andlisis de parametros fisico-quimicos de separacion de medias del Factor B de los tipos de

medio (sustratos vegetales) en el dia 3

pH Acidez Grados Brix
Té negro 3.514 0.003799 A 13.814
Guayusa 3.58% 0.004036 B 14.35 4

Nota: Andlisis de separacion de medias donde podemos identificar los grupos homogéneos

y heterogéneos usando la prueba de tukey.
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Figura 7

Grafica del analisis de varianza de las parametros fisico-quimicos pH (A), Acidez (B) Grados

Brix (C) correspondiente al dia 3 en el Factor B (tipo de especie vegetal)

3af e
3TF R —
35t [ ]
35} f i
34 F
33t &
32

[=8

0.0046 | '
0.0042 |
0.0038 | | '

)

0.0034 |

Acidez

0.0030 |

0.0026

165
C ol
155 | _
15.0 |
145 | I I
140 } . | ' !
135 |
13.0 |
125 | 1
12.0 | —

115

Brix

Tipo de medio

Nota: El grafico esta dividido por tres analisis A pH, B Acidez y C con grados Brix, estos
representados en graficos de cajas y bigotes, estos graficos corresponden al factor B tipo de
especie vegetal en el dia 3.

La figura 7 seccién A de pH no se evidencio diferencia significativa por lo que
se entiende que el té negro estadisticamente proporciona el mismo pH con la
guayusa, en la seccion B se evidencio una mayor acidez en guayusa con 0.004036
comparado a té negro con 0.003799 respecto a la seccion C los grados Brix no
presentaron diferencia significativa por lo que al dia 3 no se vio cambio respecto al

sustrato aplicado.
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Tabla 36

Andlisis de parametros fisico-quimicos de separacion de medias del Factor B de los

sustratos vegetales en el dia 5

pH Acidez Grados Brix
Té negro 3.50% 0.003388 14.284
Guayusa 3.54 A 0.003643 B 14.33 4

Nota: Andlisis de separacion de medias donde podemos identificar los grupos homogéneos

y heterogéneos usando la prueba de tukey.
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Grafica del analisis de varianza de las parametros fisico-quimicos pH (A), Acidez (B) Grados

Brix (C) correspondiente al dia 5 en el Factor B (tipo de especies vegetales)
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Nota: El grafico esta dividido por tres analisis A pH, B Acidez y C con grados Brix, estos
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representados en graficos de cajas y bigotes estos graficos corresponden al factor B tipo de

especie vegetal en el dia 5.

Figura 8 en la seccion A se pudo evidenciar que no existié diferencia

significativa por lo que el pH en el Té negro y la guayusa en el dia 5 presenté datos

estadisticamente iguales, respecto a la seccion B acidez mostro que la guayusa al

dia 5 tuvo mayor acidez (0.003643) comparado al té negro con 0.003388, en la

seccién C los grados Brix no presentaron diferencia significativa.
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Tabla 37

Andlisis de parametros fisico-quimicos de separacion de medias del Factor B de las

especies vegetales en el dia 7

pH Acidez Grados Brix
Té negro 3474 0.005989 # 14.65 8
Guayusa 3.50% 0.008686 & 13.98 A

Nota: Andlisis de separacion de medias donde podemos identificar los grupos homogéneos

y heterogéneos usando la prueba de tukey.

Figura 9

Grafica del analisis de varianza de las parametros fisico-quimicos pH (A), Acidez (B) Grados

Brix (C) correspondiente al dia 7 en el Factor B (especies vegetales)
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Nota: El grafico esta dividido por tres analisis A pH, B Acidez y C con grados Brix, estos
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representados en graficos de cajas y bigotes estos graficos corresponden al factor B tipo de

especie vegetal en el dia 7.

Figura 9 se puede evidenciar que en la secciéon A en pH no se evidencié

diferencia significativa, en la seccién B acidez la guayusa presentd mayor acidez

esta con 0.008686 mientras que el té negro tuvo una acidez de 0.005989, en la

seccién C respectivamente en grados Brix al dia 7 el té negro tuvo mayor cantidad

de grados Brix 14.65 comparado a la guayusa con 13.98.

Interaccion Factor A x B (Tipo de Kombucha con tipo de especie vegetal)

Tabla 38

Andlisis de pardmetros fisico-quimicos de separacion de medias del Factor A (tipos de

Kombucha) y Factor B (especie vegetales) en el dia 3

pH Acidez Grados Brix
Tipo 1 * Té negro 3.544% 0.003794 A 13.50 A
Tipo 1 * Guayusa 3.634 0.004022 A 13.66 A
Tipo 2 * Té negro 3.48 4 0.003804 A 14.12 A
Tipo 2 * Guayusa 3.53% 0.004050 15.04 A

Nota: Andlisis de separacion de medias donde podemos identificar los grupos homogéneos

usando la prueba de tukey.
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Figura 10

Grafica del analisis de varianza de los parametros fisico-quimicos pH (A), Acidez (B) Grados
Brix (C) correspondiente al dia 3 en la Interaccién del Factor A (Tipo de Kombucha) Factor

B (tipo de especie vegetal)
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Nota: El grafico esta dividido por tres analisis A pH, B Acidez y C con grados Brix, estos
representados en graficos de medias y de error, corresponden a la interaccion del tipo de
Kombucha con el tipo de especie vegetal en el dia 3.

En la figura 10 en la seccion A en pH no se evidencié diferencia significativa por lo
gue no hubo diferencia estadisticamente hablando en las interacciones al dia 3, en la
seccién B en acidez no se evidencid diferencia significativa en las interacciones respectivas
ademas en la seccién C en grados Brix tampoco se evidencio diferencia significativa en las

interacciones al dia 3.
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Tabla 39

Andlisis de parametros fisico-quimicos de separacion de medias del Factor A (tipos de

Kombucha) y Factor B (tipo de especie vegetal) en el dia 5

pH Acidez Grados Brix
Tipo 1 * Té negro 3514 0.003590 B 14.12 A
Tipo 1 * Guayusa 3574 0.003033 4 14.56 B
Tipo 2 * Té negro 3.49A 0.003186 8 14.44 A8
Tipo 2 * Guayusa 3514 0.004253 © 14.10 4

Nota: Andlisis de separacion de medias donde podemos identificar los grupos homogéneos
y heterogéneos usando la prueba de tukey.

Figura 11

Grafica del analisis de varianza de los parametros fisico-quimicos pH (A), Acidez (B) Grados
Brix (C) correspondiente al dia 5 en la Interaccién del Factor A (Tipo de Kombucha) Factor

B (tipo de especie vegetal)
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Nota: El grafico esta dividido por tres analisis A pH, B Acidez y C con grados Brix, estos

representados en graficos de medias y de error, corresponden a la interaccion del tipo de

Kombucha con el tipo de especie vegetal en el dia 5.

Figura 11 seccion A el pH al dia 5 no vario entre las interacciones ya que

estas estadisticamente fueron los mismos, en la seccion B la acidez presentd una
mayor acidez en la interaccién Kombucha tipo 2 con Guayusa con 0.004253
mientras que la interaccion tipo 1 con guayusa (0.003033) y Kombucha tipo 2 con té
negro (0.003186) fueron los que menos acidez presentaron, en la seccion C los
grados Brix al dia 5 aquellos que presentaron mayor cantidad de grados Brix fue tipo
1 con guayusa (14.56 ) y tipo 2 con té negro (14.44).

Tabla 40

Andlisis de pardmetros fisico-quimicos de separacion de medias del Factor A (tipo de

Kombucha) y Factor B tipos de medio (especies vegetales) en el dia 7

pH Acidez Grados Brix
Tipo 1 * Té negro 3.54 A 0.005312 4 14.30 8
Tipo 1 * Guayusa 3.51A 0.007322 8 14.96 B
Tipo 2 * Té negro 3414 0.006666 B 15.00 B
Tipo 2 * Guayusa 3.49A° 0.010051 © 13.00 A

Nota: Andlisis de separacion de medias donde podemos identificar los grupos homogéneos

y heterogéneos usando la prueba de tukey.
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Figura 12

Grafica del analisis de varianza de los parametros fisico-quimicos pH (A), Acidez (B) Grados
Brix (C) correspondiente al dia 7 en la Interaccién del Factor A (Tipo de Kombucha) Factor

B (Tipo de especie vegetal)
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Nota: El grafico esta dividido por tres analisis A pH, B Acidez y C con grados Brix, mismos
gue estan representados en graficos de medias y de error, corresponden a la interaccién del
tipo de Kombucha con el tipo de especie vegetal en el dia 7.
Figura 12 seccién A se puede evidenciar que no existio diferencia
significativa en las respectivas interacciones por lo que se entiende que en pH al dia
7 entre las interacciones no hay ningn cambio como tal, respecto a la seccién B en
la acidez se evidencio que la interaccion Kombucha tipo 2 con Guayusa presento
mayor acidez 0.010051 mientras que la interaccion Kombucha tipo 1 con té negro

presento la acidez mas baja 0.005312, en la seccion C en grados Brix se determiné



gue la interaccién tipo 2 con guayusa fue la que proporcioné menor grados Brix

mientras que las otras interacciones fueron iguales y por ende mayores que la

mencionada.

Andlisis de componentes principales

Tabla 41

Matriz de correlaciones
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pH Acidez pH Acidez pH Acidez Brix Brix Brix

dia 3 dia 3 dia 5 dia 5 dia7 dia7 dia3 dia5 dia7

pHdia3 | 1.000 -.058 .873 -.316 .673 -.029 -.139 .282 127

Acidez dia | -.058 1.000 -.268 .180 -.207 453 .346 -.085 -.223
3

pH dia 5 .873 -.268 1.000 -.229 .809 -.037 -.222 .263 126

Acidez dia | -.316 .180 -.229 1.000 -.001 .642 498 -.656 -.876
5

pH dia 7 .673 -.207 .809 -.001 1.000 -.154 -.424 .145 .007

Acidez dia | -.029 453 -.037 .642 -.154 1.000 .634  -245 -701
7

Brixdia3 | -.139 .346 -.222 498 -.424 .634 1.000 -.275 -573

Brixdiab5 | .282 -.085 .263 -.656 .145 -.245 -275 1.000 .599

Brixdia7 | .127 -.223 126 -.876 .007 -.701 -.573 599  1.000

Se puede determinar que existe correlacion significativa (tabla 41) en el pH

del dia 5 con el pH del dia 3 este en (0.873), el pH del dia 5y el pH del dia 3 con el

pH del dia 7 (0.673), la acidez del dia 5 tuvo de igual manera correlacién significativa

con la acidez del dia 7 (0.642) a su vez la acidez del dia 5 con los grados Brix del

dia 5 siendo esta una correlacion negativa (-0.656) y grados Brix del dia 7 (-0.876),

la acidez del dia 7 tuvo una correlacion significativa con los grados Brix del dia 3

(0.634) y una correlacion negativa con los grados Brix del dia 7 (-0.701), los grados

Brix del dia 5 tuvieron una relacién positiva con los grados Brix del dia 7 (0.599).



Tabla 42

Matriz de componentes principales

Tabla 43

Componente
1 2 3
pH dia 3 0.543 0.721 0.259
Acidez dia 3 -0.439 0.03 0.66
pH dia 5 0.581 0.773 0.043
Acidez dia 5 -0.819 0.371 -0.326
pH dia 7 0.509 0.741 -0.229
Acidez dia 7 -0.712 0.44 0.352
Brix dia 3 -0.728 0.158 0.362
Brix dia 5 0.637 -0.136 0.54
Brix dia 7 0.797 -0.484 0.181

Tabla de varianzas totales
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Componente

O© 0N Ol WN P

Autovalores iniciales

Sumas de cargas al cuadrado de

la extraccion

% de %
Total varianza acumulado
3.834 42.604 42.604
2.277 25.298 67.901
1.244 13.818 81.720
0.680 7.557 89.277
0.477 5.297 94.574
0.249 2.769 97.343
0.149 1.661 99.004
0.065 0.725 99.729
0.024 0.271 100.000

Total
3.834

2.277
1.244

% de

%

varianza acumulado

42.604
25.298
13.818

42.604
67.901
81.720
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Figura 13

Grafico de sedimentacion

Autovalor

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Numero de componente

Se puede identificar en la Figura 13 los tres componentes principales
encontrados donde el componente 1 aporta a la reduccién 42.6%, el componente 2
aporta 25.30% y el componente 3 aporta 13.82 % en total explica el 81.72% del
experimento en un grafico tridimensional, donde el componente 1 esta
proporcionado por Brix del dia 7, el componente 2 por pH del dia 5 y el componente
3 por la acidez del dia 3.
Figura 14

Grafico de componentes principales
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Componente 2

00 o5

C°mponente 1

En la figura 14 se evidencio como la acidez del dia 7 y la acidez del dia 5 los
compone el componente 2 el cual esta compuesto por el pH 5 de igual manera el
componente 1 esta compuesto por el pH del dia 3, 5y 7, componiendo en los planos
las agrupaciones mas influyentes como la acidez del dia 7 con la acidez del dia 5, de
igual manera la acidez del dia 7 con los grados Brix del dia 3 mientras que el otro
grupo influyente esta compuesto por el pH de los dias 3, 5y 7, el componente 1
también relaciona los grados Brix del dia 5 y los del dia 7 los cuales estan

relacionados como tal.
Unidad formadora de colonias

UFC por individual en los diferentes dias

Tabla 44

Andlisis de varianza de UFC de bacterias aerobias dia 3

Efecto Sumade GL Cuadrados F-valor P-valor
cuadrados medios
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Tipo de Kombucha

(A) 1.245005E+08 1 1.245005E+08 72.46 0.000002
Tipo de medio (B) 6.204980E+08 1 6.204980E+08 361.16  0.000000
| A*B 1.291844E+10 1 1.291844E+10 7519.10 0.000000
Replicas 1.434500E+07 4 3.586250E+06 2.09 0.145572
Error 2.061700E+07 12 1.718083E+06

Nota: en la tabla se muestra el analisis de varianza de UFC de bacterias aerobias en el dia

3 de la fermentacién del té.

Tabla 45

Andlisis de varianza de UFC de mohos y levaduras en el dia 3

Efecto Sumade GL Cuadrados F-valor P-valor
cuadrados medios
(TAF)’O de Kombucha 306701120 1 306701120  5371.376 0.000000
Tipo de medio (B) 153568820 1 153568820  2689.511 0.000000
| A*B 226329920 1 226329920  3963.804 0.000000
Replicas 43730 4 10933 0191  0.938236
Error 685190 12 57099

Nota: en la tabla se muestra el andlisis de varianza de UFC de mohos y levaduras en el dia

3 de la fermentacion del té.

En el analisis de varianza de petrifilm correspondiente a bacterias aerobias
del dia 3 (tabla 44) se determiné que el tipo de Kombucha si presenta influencia en
sus niveles puesto que el valor obtenido de la probabilidad cumple con la media
estandar 0.05>P (0,05 > 0,000002), en el tipo de especie vegetal se determin6 que
el sustrato suministrado tuvo influencia por parte de los medios ya que la
probabilidad proporcionada resulté ser menor a la que se toma como referencia
0.05>P (0.05>0.000000), respecto a la interaccion se evidencio diferencia
significativa ya que el valor al ser comparado con la media estandar 0.05>P cumple
con la premisa (P>0.000000).

En el analisis de varianza de petrifilm mohos y levaduras del dia 3 (tabla 45)
se pudo identificar que el tipo de Kombucha tuvo diferencia significativa ya que el

valor comparado con la media 0.05>P cumple con la relacién (0,05 > 0,000000) por
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lo cual se puede mencionar que sus hiveles estadisticamente son diferentes, en

cuanto al tipo de especie vegetal se determind que hay diferencia significativa ya

gue al ser comparado con la media estandar 0.05>P cumple (P>0.000000),

respecto a la interaccion se evidencio diferencia significativa ya que el valor al ser

comparado como la media estandar 0.05>P cumple con la premisa (P>0.000000).

Tabla 46

Andlisis de varianza de UFC de bacterias aerobias en el dia 5

Efecto Suma de GL Cuadrados F-valor P-valor
cuadrados medios
(TAF)’O de Kombucha 1.718445E+08 1  1.718445E+08 10528  0.000000
Tipo de medio (B) 8.112195E+08 1 8.112195E+08 496.98 0.000000
| A*B 1.153801E+10 1 1.153801E+10 7068.59 0.000000
Replicas 5.737500E+06 4 1.434375E+06 0.88 0.505087
Error 1.958750E+07 12 1.632292E+06

Nota: en la tabla se muestra el analisis de varianza de UFC de bacterias aerobias en el dia

5 de la fermentacioén del té.

Tabla 47

Andlisis de varianza de UFC de mohos y levaduras en el dia 5

Efecto Suma de GL Cuadrados F-valor P-valor
cuadrados medios

(ijgo de Kombucha 122784901 1 122784901  1021.849 0.000000

Tipo de medio (B) 72942901 1 72942901 607.050 0.000000

| A*B 95506351 1 95506351 794.829 0.000000

Replicas 662905 4 165726 1.379 0.298674
Error 1441915 12 120160

Nota: en la tabla se muestra el analisis de varianza de mohos y levaduras en el dia 5 de la

fermentacion del té.

En el andlisis de varianza de petrifilm correspondiente a bacterias aerobias del dia 5

(tabla 46) se determind que tanto el tipo de Kombucha, el tipo de especie vegetal y

la interaccién tuvieron diferencia significativa, por tanto, se evidencié que el valor
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generado en el tipo de Kombucha comparado al de la medida 0.05>P cumple con la
relaciéon (0.05 > 0.000000) por lo que se puede destacar que sus niveles
proporcionan datos estadisticamente diferentes. Con respecto al tipo de especie
vegetal se evidenci6 que se present6 diferencia significativa ya que al ser
comparado con la medida estandar 0.05>P se cumple la relacién (0.05 > 0.000000)
y referente a la interaccion se pudo determinar que existe diferencia significativa
debido a que el valor obtenido es inferior a 0.05>P el cual es de (0.05 > 0.000000).
El analisis de varianza de petrifilm de mohos y levaduras del dia 5 (tabla 47) se
identificé que el tipo de Kombucha comparado a la medida 0.05>P cumple con la
relacién (0.05 > 0.000000) por lo que se puede sefialar que sus niveles proporcionan
datos estadisticamente distintos. En referencia al tipo de especie vegetal se
determiné que se existe diferencia significativa ya que al ser comparado con la
medida estandar 0.05>P se cumple la relacion (0.05 > 0.000000) y respecto a la
interaccion se pudo observar que existe diferencia significativa, ya que el valor

obtenido es inferior a 0.05>P lo cual cumple con la relacién (0.05 > 0.000000).

Tabla 48

Analisis de varianza UFC de bacterias aerobias en el dia 7

Efecto Suma de GL Cuadrados F-valor P-valor
cuadrados medios
(TA‘))O de Kombucha 4140500 1 4140500 290.5614 0.000000
Tipo de medio (B) 4140500 1 4140500 290.5614 0.000000
| A*B 4140500 1 4140500 290.5614 0.000000
Replicas 57000 4 14250 1.0000 0.444946
Error 171000 12 14250

Nota: en la tabla se muestra el analisis de varianza de UFC de bacterias aerobias en el dia

7 de la fermentacioén del té.
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Tabla 49

Andlisis de varianza de mohos y levaduras 7

Efecto Suma de GL Cuadrados F-valor P-valor
cuadrados medios
(TAF)’O de Kombucha 593401 1 593401 216.999  0.000000
Tipo de medio (B) 10592401 1 10592401 3873.497 0.000000
| A*B 593401 1 593401 216.999 0.000000
Replicas 14105 4 3526 1.290 0.328110
Error 32815 12 2735

Nota: en la tabla se muestra el analisis de varianza de mohos y levaduras en el dia 7 de la
fermentacion del té.
En el analisis de varianza de petrifilm de bacterias aerobias del dia 7 (tabla
48) se determin6 que el tipo de Kombucha presenta influencia en sus niveles ya que
el valor obtenido cumple con (0,05 > 0,000000), en el tipo de especie vegetal se
determind que el sustrato suministrado tuvo influencia por parte de los medios ya
gue la probabilidad proporcionada resulté ser (0.05>0.000000), respecto a la
interaccion se evidencio diferencia significativa ya que el valor al ser comparado
como la media estandar 0.05>P cumple con la premisa (P>0.000000).
En el analisis de varianza de petrifilm de mohos y levaduras del dia 7 (tabla
49) se pudo identificar que el tipo de Kombucha tuvo diferencia significativa ya que el
valor comparado con la media 0.05>P cumple con la relacién (0,05 > 0,000000) por
lo cual se puede mencionar que sus niveles estadisticamente son diferentes, en
cuanto al tipo de especie vegetal se determind que hay diferencia significativa ya
que al ser comparado con la media estandar 0.05>P cumple (P>0.000000),
respecto a la interaccion se evidencio diferencia significativa ya que el valor al ser

comparado como la media estandar 0.05>P cumple con la premisa (P>0.000000).
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Factor A (Tipo de Kombucha)

Tabla 50

Andlisis de separacién de medias con prueba de Tukey para el Factor A (tipos de

Kombucha) en los dias 3,5y 7.

Bacterias aerobias 3 Mohos y levaduras 3 Bacterias aerobias 5
Tipo 1 28555 A 8425 B 25950 A
Tipo 2 33545 B 593 A 31813 B
Mohos y levaduras 5 Bacterias aerobias 7 Mohos y levaduras 7
Tipo 1 5505 B OA 556 A
Tipo 2 550 A 910 B 900 B

Nota: andlisis de separacién de medias para identificar grupos homogéneos y heterogéneos

haciendo uso de la prueba de Tukey.
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Figura 15

Grafica del analisis de varianza para las UFC de bacterias aerobias (A), mohos y levaduras
(B) en el dia 3, bacterias aerobias (C) del dia 5 correspondiente al Factor A (tipo de

Kombucha)
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Nota: el grafico se encuentra establecido por tres andlisis de UFC para bacterias aerobias en
el dia 3 (A), mohos y levaduras en el dia 3 (B) y bacterias aerobias en el dia 5 (C), dichas
representaciones graficas estan representadas en forma de cajas y bigotes y los cuales

corresponden al Factor A o tipo de Kombucha en el dia 3y 5.
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Figura 16

Grafica del analisis de varianza para las UFC de mohos y levaduras (A) en el dia 5,
bacterias aerobias (B), mohos y levaduras (C) en el dia 7 correspondiente al Factor A (tipo

de Kombucha)
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Nota: el grafico se encuentra establecido por tres analisis de UFC para mohos y levaduras
en el dia 5 (A), bacterias en el dia 7 (B) y mohos y levaduras en el dia 7 (C), los graficos
estan representadas en forma de cajas y bigotes, los mismos corresponden al Factor A o
tipo de Kombucha eneldia5y 7.

La figura 15 en la seccién A se identificé diferencia significativa en el
parametro bacterias aerobias en el dia 3, ya que la Kombucha tipo 2 presento una
media de 33545 la cual es mayor a la Kombucha tipo 1 que alcanz6 una media de
28555, en la seccion B se pudo evidenciar que hay diferencia significativa con

respecto a las UFC de mohos y levaduras en el dia 3, presentando la Kombucha tipo
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1 una media de 8425 valor que es mayor a comparacién de la Kombucha tipo 2 con
una media de 593.

En la seccion C se observé que existe diferencia significativa por lo que se
puede mencionar que el tipo de Kombucha tipo 1 es estadisticamente distinta de la
Kombucha tipo 2, ya que se puede determinar que la Kombucha tipo 2 es mayor con
31813 respecto a la Kombucha tipo 1 que tiene una media de 25950.

En la figura 16 de la seccidon A correspondiente al pardmetro de UFC de
mohos y levaduras en el dia 5, se pudo identificar que existe diferencia significativa,
debido a que la Kombucha tipo 1 presento una media de 5505 siendo mayor a la
media de la Kombucha tipo 2 de 550.

Por otra parte, en la seccién B respecto al parametro de bacterias aerobias
en el dia 7 se observa que hay diferencia significativa, ya que en la Kombucha tipo 1
no hay presencia de UFC de bacterias aerobias, mientras que la Kombucha tipo 2
present6 una media de 910. Respecto a la seccion C correspondiente al parametro
mohos y levaduras se present6 diferencia significativa entre los dos tipos de
Kombucha, siendo la Kombucha tipo 2 la que presenta mayor cantidad de UFC de
mohos y levaduras con una cantidad de 900 a comparacion a al Kombucha tipo 1

gue presento6 una cantidad de 556.

Factor B (Tipo de especie vegetal)

Tabla 51

Andlisis de separacién de medias de las UFC con prueba de Tukey para el Factor B (tipo de

especie vegetal) en los dias 3,5y 7.

Bacterias aerobias 3 Mohos y levaduras 3 Bacterias aerobias 5
Té negro 25480 A 7280 B 22513 A
Guayusa 36620 B 1738 A 35250 B
Mohos y levaduras 5 Bacterias aerobias 7 Mohos y levaduras 7
Té negro 4937 B 910 B 0A

Guayusa 1118 A 0A 1456 B
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Nota: andlisis de separacién de medias para identificar grupos homogéneos y heterogéneos
haciendo uso de la prueba de Tukey en las pruebas de petrifilm.

Figura 17

Grafica del analisis de varianza para las UFC de bacterias aerobias (A), mohos y levaduras
(B) en el dia 3, bacterias aerobias (C) del dia 5 correspondiente al Factor B (tipo de especie

vegetal)
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Nota: el grafico se encuentra establecido por tres andlisis de UFC para bacterias aerobias
en el dia 3 (A), mohos y levaduras en el dia 3 (B) y bacterias aerobias en el dia 5 (C),
dichas representaciones gréficas estan representadas en forma de cajas y bigotes y los

cuales corresponden al Factor B o tipo de especie vegetal en el dia 3y 5.
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Figura 18

Grafica del analisis de varianza para las UFC de mohos y levaduras (A) en el dia 5,
bacterias aerobias (B), mohos y levaduras (C) en el dia 7 correspondiente al Factor B (tipo

de especie vegetal)
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Nota: el grafico se encuentra establecido por tres andlisis de UFC para mohos y levaduras
en el dia 5 (A), bacterias en el dia 7 (B) y mohos y levaduras en el dia 7 (C), los gréficos
estan representadas en forma de cajas y bigotes, los mismos corresponden al Factor B tipo

de especie vegetal en el dia5y 7.

En la figura 17 se observa que para el factor B con los niveles del té negro y
té de guayusa en la seccion A se identificé diferencia significativa para bacterias
aerobias en el dia 3, puesto que el té de guayusa presento una media de 36620
UFC mientras que el té de negro alcanzo una media menor de 25480, en la seccion

B se pudo evidenciar que hay diferencia significativa con respecto a las UFC de
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mohos y levaduras en el dia 3, presentando el té negro una media de 7280 valor que
es mayor a comparacion del té de guayusa con una media de 1738.

En la seccion C se observé que para bacterias aerobias existe diferencia
significativa por lo que se puede mencionar que el té de guayusa es
estadisticamente distinto del té negro, ya que se puede observar que el té de
guayusa es mayor con 35250 UFC respecto del té negro que tiene una media de
22513.

En la seccidon A de la figura 18 correspondiente al pardmetro de UFC de
mohos y levaduras en el dia 5, se pudo identificar que existe diferencia significativa,
debido a que el té negro presento una media de 4937 siendo mayor a la media del té
de guayusa de 1118.

Por otra parte, en la seccion B respecto al parametro de bacterias aerobias
en el dia 7 se observa que hay diferencia significativa, ya que el té de guayusa no
presento de UFC, mientras el té negro presentd una media de 910. Respecto a la
seccién C correspondiente a mohos y levaduras se presentd diferencia significativa
entre las dos especies vegetales, siendo el té de guayusa que presenta mayor
cantidad de UFC con una cantidad de 1456 a comparacion del té negro que no

presentd UFC.

Interaccion A X B (Tipo de Kombucha con tipo de especie vegetal)

Tabla 52

Andlisis de separacion de medias con prueba de Tukey para la interaccion entre el Factor A

(tipos de Kombucha) y Factor B (tipo de especie vegetal) en los dias 3,5y 7.

Bacterias aerobias 3 Mohos y levaduras 3 Bacterias aerobias 5
AOBO 48400 C 14560 D 43600 C
AOB1 8710 B 2290 C 8300 B
Al1BO 2560 A 0A 1425 A
AlB1 64530 D 1186 B 62200 D
Mohos y levaduras 5 Bacterias aerobias 7 Mohos y levaduras 7

AOBO 9600 C 0A 0A




113

AOB1 1410 B 0A 1111 B
A1BO 274 A 1820 B 0A
AlB1 825 AB 0A 1800 C

Nota: andlisis de separacion de medias para identificar grupos homogéneos y heterogéneos
haciendo uso de la prueba de Tukey.

Figura 19

Grafica del analisis de varianza con prueba de Tukey para las UFC de bacterias aerobias
(A), mohos y levaduras (B) en el dia 3, bacterias aerobias (C) del dia 5 correspondiente a la

interaccion entre Factor A (tipo de Kombucha) y Factor B (tipo de especie vegetal)
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Nota: el grafico se encuentra dispuesto en tres analisis correspondientes a bacterias
aerobias (A) en el dia 3, mohos y levaduras (B) en el dia 3, bacterias aerobias (C) en el dia
5, dichos gréficos se representan en forma de medias y de error los cuales corresponden a

la interaccion del tipo de Kombucha con el tipo de té empleado tanto para el dia 3y el dia 5.
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Figura 20

Grafica del analisis de varianza con prueba de Tukey para las UFC de mohos y levaduras
en el dia 5 (A), bacterias aerobias en el dia 7 (B), mohos y levaduras en el dia 7 (C),
correspondiente a la interaccion entre Factor A (tipo de Kombucha) y Factor B (Tipo de

especie vegetal).
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Nota: el grafico se encuentra dispuesto en tres andlisis correspondientes a mohos y
levaduras (B) en el dia 5, bacterias aerobias (C) en el dia 7 y mohos y levaduras en el dia 7
(C), dichos graficos se representan en forma de medias y de error mismos que
corresponden a la interaccién del tipo de Kombucha con el tipo de té empleado tanto para el

dia5yeldia?7.

La figura 19 en la seccion A correspondiente a bacterias aerobias en el dia 3,
se identificé diferencias significativas entre las interacciones, evidenciando de tal

manera que la interacciéon de la Kombucha tipo 2 con té de guayusa (A1B1) tiene la
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mayor cantidad de UFC de bacterias aerobias con un valor de 64530 mientras que la
interaccion de Kombucha tipo 1 con té negro (AOBOQ) presento un valor de 48400
siendo el segundo mas alto mientras que las interacciones que presentaron valores
inferiores fueron Kombucha tipo 1 con té de guayusa (8710) y la interaccion de
Kombucha tipo 2 con té negro (2560).

Por otra parte, en la seccién B se pudo observar que también existe
diferencia significativa entre las interacciones de los factores correspondientes al dia
3, por lo cual se observa que la interaccion de tipo de Kombucha tipo 1 con té negro
presenta el valor mas alto de UFC de mohos y levaduras con 14560 mientras que la
interaccion que no presentd UFC de este parametro fue la interaccion Kombucha
tipo 2 con té negro y las interacciones que presentaron menor cantidad de UFC de
mohos y levaduras fue Kombucha tipo 2 con té de guayusa (A1B1) con 1186 y
Kombucha tipo 1 con té de guayusa con 2290.

En la seccién C de la figura 19 se evidenci6 que hay diferencia significativa
entre las interacciones para el dia 5, siendo la interaccion de Kombucha tipo 2 con té
de guayusa con mayor cantidad de UFC de bacterias aerobias con 62200, mientras
gue la interaccién que presenté menor cantidad de bacterias aerobias fue la
Kombucha tipo 2 con té negro con 1425.

La seccion A de la figura 20 correspondiente al parametro mohos y levaduras
en el dia 5, se evidenci6 diferencias significativas entre las interacciones analizadas,
siendo la interaccién de Kombucha tipo 1 con té negro la que presenté mayor
cantidad de UFC con un valor de 9600 mientras que la interacciéon de Kombucha tipo
2 con té negro presento la cantidad més baja de UFC de mohos y levaduras con
274.

En la seccion B que corresponde a bacterias aerobias en el dia 7, se observo
gue si existi6 diferencia significativa entre las interacciones correspondientes puesto
gue la interaccion de Kombucha tipo 2 con té negro fue la Unica que presento un

valor de 1820 UFC y en la seccién C que respecta a UFC de mohos y levaduras se
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evidencié que también existe diferencia significativa, siendo la interaccion de
Kombucha tipo 2 con té de guayusa la que presento un valor de 1800, a su vez
también presento UFC la interaccion de Kombucha tipo 1 con té de guayusa con
1111 mientras que en las otras interacciones no generd UFC para mohos levaduras

en el dia 7.

Caracterizacion morfolégica

Tabla 53

Pruebas microbioldgicas e identificacion microbiana de los distintos microorganismos

Tratamiento Caracteristicas Tincién Gram

Dia 3

alb0 Gram positivo
Catalasa positiva
Oxidasa negativa

albo Gram positivo
Catalasa positiva
Oxidasa negativa
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aobl

Gram positivo
Catalasa positiva
Oxidasa negativa

Dia 5

aobo

Gram positivo
Catalasa positiva
Oxidasa negativa

Dia 7

albl

Gram positivo
Catalasa positiva
Oxidasa negativa

En la tabla 53 se evidencio que en el dia 3 de la fermentacion de la Kombucha existié

crecimiento de microorganismo para el tratamiento albo (tipo 2 con té negro) y aObl, asi

como en el dia 5 en el tratamiento aObO (tipo 1 con té negro) y para el dia 7 en el

tratamiento albl (tipo 2 con té de guayusa), obteniendo asi microorganismos gram

positivos, catalasa positiva y oxidasa negativa.
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Capitulo IV

Discusion

Respecto al pH

(Factor A) Tipo de Kombucha

De acuerdo a los resultados obtenidos se pudo evidenciar que no existié
diferencia significativa en los valores de pH generados en los dias 3, 5y 7. Puesto
que, el “tipo 1” a los 3 dias marcé un pH de 3.58 y al finalizar los 7 dias logr6 3.45; a
diferencia del “tipo 2” que registré un pH de 3.51 a los 3 dias y culmin6 con 3.45 a la
semana; lo cual se debe a la composicion de microbiota que contiene cada tipo de
Kombucha, esto esta relacionado directamente con el proceso de fermentacion y la
actividad metabdlica de los microorganismos, ya que son diferentes bacterias y
levaduras las que se encargan de metabolizar la sacarosa de los diferentes &cidos
orgénicos (Vazquez, 2021), por tanto, se puede mencionar que la reduccién del pH
en los dias 3, 5y 7 en comparacién con el pH inicial del dia 0, se debe a la
dominancia del &cido acético en la fermentacion (Jakubczyk et al., 2020). El pH de la
Kombucha se genera a partir del acido acético y glucénico los mismo que se
encargan del sabor caracteristico de la bebida a obtener, sin embargo, el pH no
debe ser menor que 3 puesto que causaria dafio al tracto digestivo ya que poseerian

el mismo pH (Granda & Estupifian, 2019).

(Factor B) Tipo de especie vegetal

Conforme a los resultados que se obtuvieron con respecto al factor B, se
logré determinar que no existieron diferencias significativas en los valores de pH que
correspondian a los dias 3, 5y 7. Puesto que en el caso del té negro en el dia 3 se

obtuvo un pH de 3.51 llegando al dia 7 con 3.47; mientras que, la guayusa a los 3
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dias de fermentacion poseia un pH de 3.58 pero, al finalizar los 7 dias disminuyé a
3.50.

Dichos valores se asemejan a los obtenidos por Moya (2020) quien, con té
negro al tercer dia registré un pH de 3.6 llegando a 3.3 en el séptimo dia. Por otra
parte, en el caso de la guayusa se manifestdé un pH que se mantuvo en 3.8 del dia 3
al7.

La diferencia de pH determinada en las dos especies vegetales utilizadas,
puede ser atribuible a la cantidad de fenolasas que posee el té negro; puesto que,
estas enzimas trabajan sobre la oxidacion de ciertos polifenoles haciendo que el
medio se acidifigue mas con su actividad (Morales, 2014). Lo que sustentaria la
ligera variacién entre el pH de la Kombucha con té negro frente al pH de la bebida a

base de té de guayusa.

(Factor AXB) Tipo de Kombucha con tipo de especie vegetal

En cuanto a las interacciones del factor A (Tipo de Kombucha) y B (Tipo de
especies vegetales), se pudo evidenciar la ausencia de diferencias significativas en
los valores de pH correspondientes a los dias 3, 5y 7. Al finalizar las evaluaciones
se determiné que las interacciones con Kombucha Tipo 1 obtuvieron un pH entre
3.51y 3.54. A diferencia de las interacciones con Kombucha tipo 2 que se
establecieron entre 3.41 y 3.49.

Sin embargo, es preciso acotar que solamente los tratamientos donde se
utilizé Kombucha tipo 1 se encuentran dentro del rango que sugiere Bustillos Ortiz
(2011) ya que sefala como pH éptimo para la fermentacion de Kombucha, a un
rango entre 3.5 a 4.5. Livisaca (2021) manifiesta que, cuando la Kombucha alcanza
un pH de 3.5 se pueden llevar a cabo dos acciones; embotellarla y refrigerarla o
continuar con una segunda fermentacién, al afiadirle hierbas aromaticas o pulpas,

gue le agreguen sabor a la bebida.
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Respecto a la acidez

(Factor A) Tipo de Kombucha

Con respecto a la acidez, esta no presentd diferencias significativas en el dia
3, no obstante, a partir del dia 5 hasta el 7 las diferencias significativas se
acentuaron entre los tipos de Kombucha que, para el tipo 1 se situé en 0.006317 y
para el tipo 2 en 0.008358. Estos resultados pueden estar relacionados con las
poblaciones microbianas que poseen los dos tipos de Kombucha utilizados en esta
investigacion conforme a lo expresado por Guzman (2021). Puesto que, las
levaduras que forman parte del consorcio de microorganismos se encargan de
transformar la sacarosa en alcohol para posteriormente procesarla y producir acido

aceético debido a la accion de las bacterias (Livisaca, 2021).

(Factor B) Tipo de especie vegetal

Para este factor, las diferencias significativas se presentaron desde el dia 3y
se mantuvieron distintas en el dia 5y 7. Por lo cual, al finalizar los registros, en el dia
7 el té negro logré una acidez de 0.005989 mientras que la guayusa alcanzé
0.008686 de acidez. Valores que se diferencian de los obtenidos por Moya (2020)
gue se sitlan entre 0.14 y 0.51 para té negro; mientras que, en el caso de la
guayusa, alcanzo6 0.09 y 0.32 para los dias 3 y 7 respectivamente. Conforme a
Suhre (2020) la fermentacion debe terminar cuando la acidez total alcanza el ideal

de4a5g/lL.

(Factor AXB) Tipo de Kombucha con tipo de especie vegetal

Para las interacciones del factor A (Tipos de Kombucha) y B (Tipo de especie
vegetal), existieron diferencias significativas en los dias de evaluacién 5y 7. Sin

embargo, en el dia 7 se determinaron 3 agrupaciones distintas, siendo las
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interacciones: Kombucha tipo 2 con Guayusa la menos 4cida (0.010051) y
Kombucha tipo 1 con Té negro la mas acida (0.005312).

La mayoria de los beneficios para la salud asociados a Kombucha se refiere
a una proporcion adecuada entre el acido acético y acido glucénico de estos
componentes en la bebida. Sin embargo, la presencia de acido acético puede
estimular la produccion de etanol por levaduras y un sabor mas acido y astringente a

diferencia del &cido gluconico que desarrolla un sabor més leve (Suhre, 2020).

Respecto a los grados Brix

(Factor A) Tipo de Kombucha

Con respecto a este factor, si se presentaron diferencias significativas en los
dias 3y 7. Por lo cual, al finalizar los registros en el dia 7, se logré una cantidad mas
baja de grados Brix para el tipo 2 (14) y una mayor cantidad para la Kombucha tipo 1
(14.63). Conforme a los grados Brix, se definen como los sélidos disueltos, es decir;
acidos organicos, alcoholes y sales presentes en el medio (Solis & Zambrano, 2021).
Por lo cual, al poseer las levaduras una especial especificidad por la sacarosa
(Livisaca, 2021), se considera que la Kombucha tipo 1 poseia una menor poblacion
de levaduras a diferencia de la Kombucha tipo 2 en el séptimo dia de la
fermentacion, lo que se sustenta por lo expresado por quienes aseguran que en el
séptimo dia se produce un cambio de dominio de las levaduras a las BAL

(Jakubczyk et al., 2020).

(Factor B) Tipo de especie vegetal

En este factor las diferencias significativas no se mostraron sino hasta el
séptimo dia, donde se obtuvo una menor cantidad de grados Brix en guayusa
(13.98) frente al té negro (14.65). Valores que se diferencian de los obtenidos por
Moya (2020) ya que evidencio 16.6 grados Brix con guayusa; sin embargo, en el té

negro, el valor para esta variable si se relaciona al obtenido en este estudio, ya que
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se situ6 en 13.60. Cabe destacar, que a medida que se produce la hidrdlisis de la
molécula de sacarosa, se generan productos y es posible que exista también una
fraccion de la misma que no se ha hidrolizado por lo cual, el aztcar en la disolucién

es mayor, ocurriendo asi el incremento del pH (Novillo, 2021).

(Factor AXB) Tipo de Kombucha con tipo de especie vegetal

Aunque al inicio para las interacciones del factor A (Tipos de Kombucha) y B
(Tipo de especie vegetal), no se presentaron diferencias significativas, no fue sino a
partir del quinto dia que se empez06 a notar diferencias estadisticas entre las
interacciones, logrando a los 7 dias la menor cantidad de grados Brix en la
Kombucha tipo 2 con Guayusa (13) y mayor cantidad en Kombucha tipo 2 con Té
negro (15). Las diferencias demuestran que la disminucion de los sdlidos solubles en
grados Brix, ademas del tipo de sustrato utilizado depende del tipo de Kombucha.
No obstante, conforme a la norma INEN 2304:2017:-04 el maximo valor para este
tipo de bebidas abarca hasta los 15° Brix para el consumo humano (INEN, 2017),
por lo cual se considera que los dos tipos de bebidas se encuentran dentro del rango

aceptado.

Respecto a los tipos de petrifilm usados

Respecto a bacterias aerobias

(Factor A) Tipo de Kombucha

Con Respecto a las UFC de las bacterias aerobias, Morales (2014), ha
reportado un recuento de 960 UFC/ml, resultado que se asemeja a lo obtenido en el
presente estudio; puesto que, solo con el tipo 2, se logré 910 UFC/mL. La reduccion
de las poblaciones de microorganismo aerébicos, puede estar relacionado con el

nivel de acidez del medio debido a que, bajo estas condiciones los nutrientes se
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agotan; segun Watawana et al. (2015), el incremento de la acidez es algo comun
durante el almacenamiento de las bebidas fermentadas, asi como también la

reduccién de oxigeno y el nimero de células viables de las bacterias aerobias.

(Factor B) Tipo de especie vegetal

Morales (2014) en su estudio realizado en Kombucha a base de té negro
determin6 960 UFC/mI de aerobios mesdfilos, datos que no se diferencian
demasiado a los obtenidos con el té negro en este estudio, que se situ6 en 910
UFC/ml al finalizar el ensayo. Segun el Instituto Danone (2020) explica que la
fermentacion a través de las bacterias acido lacticas por ejemplo, modifican la

composicion nutricional y fisico-quimica de los sustratos.

(Interaccion AXB) Tipo de Kombucha con tipo de especie vegetal

Conforme al Instituto Danone (2020) por lo general entre los 8 a 10 dias de
fermentacion del té, la concentracidén entre bacterias y levaduras alcanza un total
entre 10* y 10® UFC/ml, donde las bacterias poseen una menor concentracion.
Rango en el cual, no se encuentran los tratamientos, sin embargo, se explicarian los

resultados obtenidos en AOBO, AOB1 y A1B1.

Respecto a mohos y levaduras

(Factor A) Tipo de Kombucha

El resultado obtenido para los mohos y levaduras en esta experimentacion
alcanz6 una cantidad de 556 UFC/mL (Tipo 1) y 900 UFC (Tipo 2), rango dentro del
gue se encuentra el valor obtenido por Morales (2014) con 720 UFC/ml. Este hecho
puede ser atribuido a la reduccion de la concentracion de azucar de la que
naturalmente requieren las levaduras para su crecimiento y propagacion conforme a

lo manifestado por Tan et al. (2020).
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(Factor B) Tipo de especie vegetal
En cuanto a este parametro, Granda & Estupifian (2019) lograron determinar
3270000 UFC/ml de mohos y levaduras en una Kombucha a base de guayusa;
mientras que, Morales (2014) hallé 700 UFC/ml de mohos y levaduras en té negro.
Las levaduras en conjunto con las bacterias acido lacticas, generan aminoacidos de
cadena ramificada, y otros metabolitos como los acidos organicos, alcoholes

superiores, ésteres y diacetilo (Instituto Danone, 2020).

(Interaccion AXB) Tipo de Kombucha con tipo de especie vegetal

Conforme a Tan et al. (2020) el Reglamento 39 sobre el Estandar
Microbiologico perteneciente al Reglamento de Alimentos de 1985, el nivel maximo
de recuento total en placa de microorganismos debe ser igual o inferior a 10° UFC/ml
para alimentos y bebidas listos para el consumo por lo cual se considera que todos

los tratamientos estan dentro el rango sugerido.

Discusion de pruebas microbiolégicas e identificacion microbiana de los distintos
microorganismos
Como se pudo apreciar en la tabla 53, los microorganismos encontrados

fueron levaduras, en su mayoria a manera de agrupacion cocoidea u ovoideas en
forma de cadenas. Conforme al estudio de Villarreal et al. (2018) algunas de las
especies que poseen estas caracteristicas son las especies Brettanomyces
bruxellensis (cocoides) y Schizoaccharomyces pombe (ovoidales en forma de
cadena), la primera, poseen alta resistencia al estrés osmético y etanélico, son mas
eficientes para utilizar las fuentes de nitrégeno disponibles, tendencia para fermentar
los azlcares a etanol y elevar las concentraciones de acido acético sin presencia de
oxigeno; mientras que la segunda, se caracterizan por poseer un alto poder
fermentativo y la habilidad de convertir el acido malico en etanol, asi como también

la liberacién alta de polisacaridos. Aunque también se han identificado géneros
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como Zygosaccharomces, Candida, Kloeckera, Torulaspora, Pichia,
Saccharomyces, Lachancea, Saccharomycoies, Schizosaccharmyces y
Kluyveromyces (Chakravorty et al., 2016).

Otros microorganismos existentes en este tipo de fermento son, las bacterias
acido acéticas, entre las cuales se han destacado los géneros: Acetobacter,
Gluconobacter y Bacterium. Sin embargo, la especie A. xylinum es una de las mas
importantes ya que permite mejorar la asociacion entre bacterias y hongos mediante
la sintesis de una capa de red celulésica (Morales, 2014). Tran et al. (2020)
expresan que, las bacterias acido acéticas pueden estimular la produccion de etanol
a través de las levaduras, aunque no tienen una relacion de parasitismo
estrictamente necesaria, e incluso su composicién produce un impacto secundario

en el perfil de los acidos organicos.

Conclusiones

Se logré evidenciar que no hay desarrollo de bacterias acido lacticas en los
SCOBY de Kombucha en los dias analizados, de acuerdo a la identificacion que se
realiz6 a nivel bioquimico y microbioldgico, por ello, no se pudo llevar a cabo el
proceso de actividad microbiana frente a otros microorganismos, pero se observé a
Su vez que, si existe la presencia de otras bacterias y levaduras, lo cual se corrobor6
con el empleo de petrifilm para cada tipo en especifico, dicho crecimiento de
microorganismos se debe a que la Kombucha es un consorcio de microorganismos

muy amplio.

Factor A

Se concluye que el nivel de pH no varié en los dos tipos de Kombucha,
debido a la composicién microbiana que contienen las mismas puesto que al ser los

primeros dias de fermentacion no existe una cantidad elevada de microorganismos
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para que degraden con rapidez los sustratos empleados, por tanto, se atribuye que
al no haber una transformacién rapida de dichos sustratos no habra gran presencia
de &cidos organicos caracteristicos de la bebida fermentada que influyen en los
niveles de pH de la misma.

Por otra parte, respecto a la acidez se concluye que los tipos de composicion
microbiana no fue tan distinta en los dos tipos de Kombucha, debido a que en los
primeros dias de fermentacion no existe un desarrollo total del recuento microbiano.

Y de acuerdo a los grados Brix se pudo determinar que la Kombucha tipo 1
es la mas apta para el desarrollo bacteriano, ya que al tener una mejor sintesis del
sustrato se decae el desarrollo de otro tipo de microorganismo, lo cual conduce a

tener una mejor acidez.

Factor B

Se concluye que los tipos de té denominados “tipo de especie vegetal”
empleados para las fermentaciones con los tipos de Kombucha no presentaron
mayor variacion de pH en los dias de fermentacion, ya que en este periodo no se dio
una transformacion total de los componentes quimicos que contienen las especies
vegetales de los tés como es ejemplo de ello las fenolasas a las cuales se atribuyen
la disminucién de los niveles de pH en el té negro.

Ademas, se determiné que los niveles de acidez variaron en los dias
fermentacion analizados debido a que este parametro es inversamente proporcional
a la reduccion de pH y a su vez el tiempo de fermentacién y las condiciones
ambientales son factores cruciales en el proceso de fermentacién.

En cuanto a los grados Brix, se concluye que se dio menor cantidad en el té
de guayusa, lo cual se pudo evidenciar que si existe variaciones al momento de
emplear una especie vegetal de la otra, por tanto, se puede mencionar a su vez, que
en este tipo de té existi6 menos cantidad de sacarosa y componentes disueltos por

el proceso de fermentacion.
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Interaccion A*B

Se evidencia que las combinaciones de té negro y té de guayusa con
Kombucha tipo 1 son las méas apropiadas para el consumo humano, ya que
presentaron niveles de pH acordes a la normativa.

Por otra parte, se indentifico que la Kombucha tipo 1 en combinacién con té
negro proporciona un valor de acidez mas bajo en comparacién a la Kombucha tipo
2 con té de guayusa, esto debido a que en estos dias de fermentacion a méas de la
sintesis de los compuestos del té se da la formacion de celulosa donde se
establecen la mayoria de microorganismos, siendo los que mas destacan a partir del
dia 5, las levaduras, las cuales influyen el sabor, la produccién de etanol y acidos
organicos.

A su vez, referente a los grados Brix se determin6d que las combinaciones de
Kombucha tipo 2 tanto con té negro como con guayusa son las mezclas apropiadas
para el consumo humano por los valores obtenidos en el ultimo dia de fermentacion,
debido a que en este dia el consumo de sacarosa por parte de los microorganismos
es casi completo y a su vez, se da la formacion de acidos que contribuyen en las

propiedades organolépticas.

Unidades formadoras de colonias en Petrifilm

Se concluye que, si se evidenci6 crecimiento de bacterias aerobias a mayor
cantidad en los primeros dias y esto se relaciona con el consumo de los sustratos
presentes en la bebida, ya que es a gracias a este tipo de microorganismos que se
da la transformacion de los componentes quimicos de la bebida a diversos acidos
organicos y otro tipo de sustancias.

Se evidencié que hubo mayor desarroll6 de microorganismos en los petrifilm
de mohos y levaduras a partir del dia 5 en delante en el proceso de fermentacion de

Kombucha y esto se produjo porque mientras transcurre mas tiempo de la
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fermentacion se da la transformacion a productos como el etanol y es gracias a la
presencia de levaduras que tienden a sintetizar las cantidades restantes de sacarosa

para posterior ser transformados en otro tipo de compuestos como el 4cido aceético.

Recomendaciones

Se recomienda realizar las fermentaciones de Kombucha en biorreactores o
areas mas controladas donde no exista la interaccion de vapores o gases de
componentes quimicos, ya que esto tiende afectar la microbiota del SCOBY de
Kombucha y por tanto genera la disminucion tanto de bacterias o levaduras
benéficas e induce a una proliferacion de microorganismos patégenos.

Se recomienda realizar analisis a futuro a partir del dia de 2 de fermentacién
para evidenciar si hay mayor crecimiento de bacterias acido lacticas y bacterias en
general.

Se sugiere emplear otros medios de cultivo con el fin de poder evidenciar de
acuerdo a los componentes nutricionales el crecimiento de los microorganismos que
tiene la Kombucha, ya que al ser un consorcio microbiano se dara la presencia de
diversas bacterias y levaduras.

Se recomienda la combinacién de Kombucha tipo 1 con té negro, debido a
que fue el té con cualidades mas éptimas para consumo humano lo cual se relaciona

con la normativa legal.

Capitulo V
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