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Resumen

La kombucha es una bebida fermentada a partir de té azucarado y una pelicula de celulosa
conocida como SCOBY, la celulosa obtenida de la kombucha ha sido explorada como
biomaterial para el desarrollo de productos biodegradables. El presente estudio tuvo como
objetivo obtener y caracterizar la celulosa microbiana de kombucha (Medusomyces gisevi) a
partir de té negro (Camellia sinensis) y Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), considerando
diferentes concentraciones de sacarosa, y evaluar su aplicacion en la elaboracion de
productos biodegradables. Se emple6 un disefio factorial con dos factores: tipo de té (té negro
y Flor de Jamaica) y concentracion de sacarosa (10%, 15% y 20%). Se realizaron tres réplicas
en muestras de celulosa obtenidas después de 30 dias de fermentacion. Se midieron
parametros como humedad, pH, grados Brix y caracteristicas fisicas del bioplastico y papel.
Los resultados mostraron que el té de Jamaica presentd una poblacién microbiana inicial
(3,12E+06 UFC/mI) superior al té negro (4,24E+05 UFC/mI). Al finalizar la fermentacion, el té
de Jamaica mantuvo una poblacién mas alta (6,39E+06 UFC/ml) en comparacion con el té
negro (5,56E+05 UFC/ml). Se aislaron e identificaron bacterias acido-lacticas del género
Gluconobacter y levaduras mediante tincion de Gram y analisis morfol6gico. Durante el
proceso fermentativo, el pH final no bajé de 2,5 para ambos tipos de té. EI consumo de
sacarosa estuvo entre 1,7 y 2,23 g. El té de Jamaica al 20% de sacarosa presentd la mayor
produccién de celulosa con 20,88 g. En cuanto a las propiedades fisicas, los valores de
densidad y dureza obtenidos para los bioplasticos y papeles se encontraron dentro de los
rangos tipicos y cumplen con los estandares minimos aplicables. Sin embargo, se deben
considerar otras propiedades relevantes, como la resistencia mecanica, permeabilidad,
biodegradabilidad y estabilidad térmica, segun los requisitos de la aplicacion prevista. Los
resultados obtenidos sugieren que la celulosa microbiana de kombucha, producida a partir de
té negro y Flor de Jamaica, presenta caracteristicas prometedoras para su uso en la
elaboracion de productos biodegradables.

Palabras clave: Kombucha, Jamaica, sacarosa, celulosa, bioplastico



Abstract
The present study aimed to obtain and characterize microbial cellulose from kombucha
(Medusomyces gisevi) using Black Tea (Camellia sinensis) and Roselle (Hibiscus sabdariffa
L.) considering different sucrose concentrations and evaluate its application in the production
of biodegradable products. A factorial design with two factors was employed: type of tea (black
tea and Roselle) and sucrose concentration (10%, 15%, and 20%). Three replicates were
conducted on cellulose samples obtained after 30 days of fermentation. Parameters such as
moisture content, pH, Brix degrees, and physical characteristics of bioplastic and paper were
measured. Results showed that Roselle tea exhibited a higher initial microbial population
(3.12E+06 CFU/ml) compared to black tea (4.24E+05 CFU/ml). At the end of fermentation,
Roselle tea maintained a higher population (6.39E+06 CFU/ml) compared to black tea
(5.56E+05 CFU/mI). Lactic acid bacteria of the Gluconobacter genus and yeast were isolated
and identified through Gram staining and morphological analysis. Throughout the fermentation
process, the final pH did not drop below 2.5 for both tea types. Sucrose consumption ranged
between 1.7 and 2.23 g. Roselle tea with 20% sucrose exhibited the highest cellulose
production at 20.88 g. Regarding physical properties, density and hardness values obtained
for bioplastics and papers were within typical ranges and met applicable minimum standards.
However, other relevant properties such as mechanical strength, permeability,
biodegradability, and thermal stability need consideration based on intended applications. The
results suggest that microbial cellulose from kombucha, produced using Black Tea and

Roselle, holds promising characteristics for use in the production of biodegradable products.

Keywords: Kombucha, Jamaica, sucrose, cellulose, bioplastic



Capitulo |

Introduccién

El presente trabajo tiene como objetivo la obtencion y caracterizacion de la celulosa
bacteriana producida durante la fermentacion de la kombucha (SCOBY) de dos tipos de té a
distintas concentraciones de sacarosa para la elaboracion de bioproductos como el papel y
el bioplastico.

El término “alimentos fermentados” hace referencia a un conjunto de alimentos que
sufren diversas formas de descompaosicion quimica inducida por microorganismos
probioticos (Paul et al., 2023). Como tal, los alimentos fermentados han constituido una
parte fundamental de la dieta humana durante siglos, pues, a diferencia de las materias
primas frescas, estos tienen una vida Gtil mas larga. A su vez, contienen nutrientes con un
gran potencial para mantener la salud y prevenir enfermedades, no obstante, sufren
cambios en el sabor, la textura, disminucion de la toxicidad y del tiempo de coccién
(Soemarie et al., 2021).

Su preparacion y consumo esté arraigado en practicas culturales antiguas como una
forma de conservacion natural, primitiva pero eficaz. El uso de cultivos iniciadores, como las
bacterias acido-lacticas (BAL), induce cambios bioquimicos importantes en los alimentos,
convirtiendo las materias primas en productos que son tanto nutritivos como deliciosos
(Paul, y otros, 2023).

Al usar cultivos iniciadores como las bacterias acido-lacticas (BAL), los alimentos
experimentan cambios bioquimicos significativos, transformando las materias primas en
productos nutritivos y sabrosos. La kombucha se ha vuelto una de las bebidas populares en
los dltimos afios, tiene su origen en China donde se utilizaba té negro o verde como sustrato
(Abaci et al., 2022). Se prepara cominmente con una infusién de té azucarado que se
fermenta a temperatura ambiente durante varios dias usando una pelicula de celulosa,

también llamada hongo del té o0 SCOBY, conformada por bacterias y levaduras. Su



consumo se ha informado con varios beneficios potenciales para la salud y propiedades
sensoriales atractivas (Wang et al., 2022).

Alrededor del mundo, la kombucha se produce tanto en los hogares, de forma
artesanal en pequefias empresas, asi como a gran escala comercial, la mayoria de las
empresas involucradas en la produccién y distribucion de kombucha estan ubicadas en
América del Norte dominando el mercado global con una participacion del 52%, el valor de
su mercado presenta un rapido crecimiento siendo que en 2019 fue de 1670 millones de
dolares mientras que en 2020 fue de 2 200 millones de ddlares, con un prondstico de
crecimiento anual de 20% por afio (Antolak et al., 2021).

El nimero de publicaciones sobre la produccion de kombucha y sus actividades
biolégicas aumenta cada afio, en particular (Antolak et al., 2021) realizaron un analisis de
datos bibliograficos donde distinguieron distintas areas de investigacion que incluian la
evaluacion de procesos de fermentacion, estudios sobre celulosa bacteria, analisis
microbioldgicos de kombucha, asi como aplicaciones de SCOBY en otros productos
alimenticios.

Lo que nos lleva al objetivo de la actual investigacién. Trabajos como el de Jiménez
Sanchez, (2021) usaron la celulosa obtenida de la kombucha como biomaterial para el
desarrollo de productos de calzado, carteras y bisuteria, una alternativa mas ecolégica. Por
otro lado, Ramirez Tapias y otros, (2021) caracterizaron las peliculas de kombucha para la
produccién de envases alternativos en la industria alimentaria. Mientras que Arbelaez Mejia
y Sanchez Gallego, (2023) investigaron el uso de la celulosa microbiana en la fabricacién de
apositos con liberacion de extractos fitoquimicos para la cicatrizacion de heridas, lo que
implicaria un gran desarrollo en la industria médica.

Naturalmente, el uso potencial de la celulosa obtenida a partir de la kombucha
presenta medios alternativos para la fabricacion de nuevos materiales mas ecolégicos y
sustentables, de origen orgénico, que sin duda requiere una optimizacioén y diversos

estudios para llevar su produccion y preparacion a gran escala.



Objetivos
Objetivo general

Obtener y caracterizar celulosa microbiana de Kombucha (Medusomyces gisevi)
desarrollados a partir de té negro (Camellia sinensis) y Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa
L.), considerando distintas concentraciones de sacarosa, y su aplicacion en la elaboracion
de productos biodegradables.

Objetivos especificos

Aislar e identificar el microbiota natural de las muestras Kombucha (Medusomyces
gisevi) desarrollados a partir de té negro (Camellia sinensis) y té de Flor de Jamaica
(Hibiscus sabdariffa L.)

Preparar los dos tipos de té negro (Camellia sinensis) y té de Flor de Jamaica
(Hibiscus sabdariffa L.), a diferentes concentraciones de sacarosa para el crecimiento de los
inoculos.

Determinar mediante analisis fisicos las caracteristicas de la celulosa obtenida.

Elaborar productos biodegradables a partir de celulosa microbiana de Kombucha:
Papel y bioplastico.

Hipotesis
Disefio AB de formacion de celulosa
Hipotesis para el Factor A (Té)
Ho: Los tipos de té como medio no influyen en la cantidad de celulosa producida en

la fermentacion.

Ha: Los tipos de té como medio influyen en la cantidad de celulosa producida en la
fermentacion.
Hipotesis para el Factor B (concentracién de sacarosa)

Ho: La concentracion de sacarosa como sustrato no influye en la cantidad de

celulosa producida en la fermentacion.



Ha: La concentracidn de sacarosa como sustrato influye en la cantidad de celulosa
producida en la fermentacion.
Hipotesis para el Factor AB (Interaccion)

Ho: La interaccion entre el tipo de té y la concentracion de sacarosa no influyen en
la cantidad de celulosa obtenida.

Ha: La interaccion entre el tipo de té, la concentracion de sacarosa y los tiempos de

fermentacion influye en la cantidad de celulosa obtenida.

Revision de literatura
Estado de arte

Los antecedentes de investigacion sobre la obtencion y caracterizacion de celulosa
microbiana de Kombucha (Medusomyces gisevi) desarrollada a partir de té negro (Camellia
sinensis) y Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), considerando distintas concentraciones
de sacarosa, y su aplicacion en la elaboracion de productos biodegradables, se basan en la
evolucion de la obtencién de celulosa a lo largo de las décadas.

En un principio, la obtencién de celulosa era un proceso empirico orientado a la
produccion de polimeros estructurales a partir de plantas, cuya demanda crecio
exponencialmente con el tiempo (Billmeyer, 2015). La creciente preocupacién por el efecto
invernadero, la contaminacion ambiental y la escasez de recursos econémicos y
demograficos llevo a la busqueda de alternativas a los plasticos convencionales, siendo la
celulosa sintética una opcion inicial (Saizar, 2010). Sin embargo, la fabricacién de plasticos
a partir de celulosa sintética presentd desafios como altos costos, disponibilidad limitada y
problemas medioambientales debido al uso de sustancias quimicas. Esto impulsé la
investigacion hacia la busqueda de nuevos materiales mas eficaces y respetuosos con el
medio ambiente (Orellana, 2015).

En 1953, los doctores Hestrim y Schramm realizaron investigaciones pioneras sobre
la obtencion de celulosa a partir de la bacteria Acetobacter Xylinum, estableciendo

principios que se apoyaban en estudios previos (Hestrin y Schramm, 1954). A lo largo del



tiempo, se buscaron mejorar los rendimientos de produccién ajustando proporciones de
sustrato y nutrientes, incluyendo propuestas como el uso de sacarosa por y combinaciones
de glucosa, sacarosa, licor de maiz y compuestos sulfatados (Zhou, 2007).

La celulosa microbiana es un polimero natural producido por diversas bacterias,
incluyendo especies del género Gluconacetobacter, que forman parte del cultivo simbiético
de Kombucha. Durante el proceso de fermentacién, estas bacterias utilizan azlcares
presentes en el medio de cultivo para sintetizar una red de fibras de celulosa conocida como
"pelicula" o "nata" de Kombucha (Jayabalan et al., 2007).

Varios estudios han demostrado que la concentracién y el tipo de azUlcar presente
en el medio de cultivo influyen en la produccién y las propiedades de la celulosa microbiana.
La sacarosa es cominmente utilizada como fuente de carbono debido a su disponibilidad y
bajo costo (Banurea et al., 2016). Sin embargo, se han explorado otras fuentes como la
fructosa, la glucosa y la maltosa (Keshk, 2014).

La investigacion se centré en la evaluacién de sustratos de carbono y nutrientes
especificos de una sola fuente, destacando la bebida de Kombucha creada a partir del té
negro como un medio de cultivo 6ptimo segun lllana (2007), debido a la presencia de
sustratos adecuados y alcaloides, como la teina, que favorecen el desarrollo de la
membrana de celulosa durante la incubacion.

El uso del té negro y la Flor de Jamaica son fuentes de compuestos bioactivos,
como polifenoles y antioxidantes, que pueden influir en el metabolismo de las bacterias
productoras de celulosa microbiana y, en consecuencia, en las propiedades finales de la
celulosa obtenida (Villarreal Soto et al., 2018). Ademas, estos ingredientes pueden aportar
color y propiedades adicionales a los materiales elaborados con esta celulosa.

La caracterizacion de la celulosa producida por la Kombucha presenta
caracteristicas Unicas, como una alta cristalinidad, una elevada pureza y una estructura de
red altamente porosa. Estas propiedades la convierten en un material prometedor para

diversas aplicaciones, incluyendo la fabricacion de peliculas y recubrimientos
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biodegradables, membranas para filtracion y liberacién controlada de farmacos, entre otras
(Esa et al., 2014).

En cuanto a los beneficios del liquido de kombucha en la salud en un estudio piloto,
se exploraron los posibles efectos anti-hiperglucémicos de la kombucha en adultos con
diabetes tipo Il. Con la participacién de 12 individuos, el ensayo se desarrollé de manera
prospectiva y aleatoria en un hospital urbano, empleando un disefio cruzado y doble ciego.
Durante cuatro semanas, los participantes consumieron 240 mL diarios de un producto de
kombucha o un placebo, seguido de un periodo de lavado de 8 semanas antes de cambiar al
producto alternativo. La medicién de los niveles de glucosa en sangre en ayunas se realizé a
intervalos especificos, y aspectos secundarios de la salud se evaluaron mediante
cuestionarios. Los resultados indicaron que el kombucha mostré una reduccién significativa
en los niveles promedio de glucosa en sangre, comparado con el placebo.

El analisis microbiol6gico del kombucha revel6 una predominancia de bacterias de
acido lactico, acido acético y levaduras, con aproximadamente 1076 unidades formadoras de
colonias (UFC)/mL. Aunque limitado por el tamafio de la muestra, este estudio sugiere una
asociacion prometedora entre el consumo de kombucha y la reduccién de los niveles de
glucosa en sangre en individuos con diabetes, destacando la necesidad de investigaciones
mas amplias (Mendelson et al., 2023).

Otro estudio previo se enfocé en la sintesis de membranas de celulosa bacteriana a
través de la fermentacién liquida utilizando la cepa Kombucha en té negro (Camellia
sinensis) a distintas concentraciones de sacarosa. La investigacion se centré en analizar las
propiedades estructurales de la celulosa bacteriana Kombucha, especificamente el indice
de orden lateral (LOI), el indice total de cristalinidad (TCIl), la intensidad de los enlaces de
hidrégeno (HBI) y la fraccion (fa).

La evaluacion de estas propiedades se llevo a cabo mediante espectroscopia FTIR,
utilizando diversas bandas de absorcion del espectro vibracional. Se observé que la
presencia de sacarosa en el proceso de fermentacién afecta significativamente las

caracteristicas de la celulosa bacteriana, promoviendo la cristalizacion de la sacarosa en la
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estructura, lo que se reflejé en un aumento del indice total de cristalinidad, el indice de
orden lateral y la fraccion (fa). Al mismo tiempo, se registré una disminucion en el indice de
enlaces de hidrégeno.

Adicionalmente, se exploro el efecto de la adicidon de cacao organico (Theobroma
cacao) al medio de cultivo antes de la fermentacion. Los resultados indicaron que esta
adicion produjo membranas con propiedades muy similares a las preparadas Gnicamente
con té negro. Se sugiere que la obtencién de celulosa tipo | y la cristalizacion controlada
durante este proceso podrian ser beneficiosas para desarrollar membranas de alta
cristalinidad, particularmente para aplicaciones biomédicas y bioelectrénicas (Huerta y otros,

2022).
Antecedentes nacionales

Jiménez et al., (2023) en el contexto de esta investigacion, se llevé a cabo la
obtencion de celulosa bacteriana mediante la inoculacién del hongo Gluconacetobacter
xylinus, presente en la bebida Kombucha, utilizando un método de cultivo estatico. La
novedad consisti6 en la sustitucién del té negro convencional por una infusion de cascara
de café. Se realizaron pruebas con dos concentraciones de azucar (20% y 10%) y se
exploraron cinco tratamientos que consistieron en la sustitucién de diferentes porcentajes
(0%, 25%, 50%, 75% y 100%) del té por la infusion de cascaras de café. Los reactores
rectangulares utilizados tenian una capacidad de 1,5 litros y se mantuvieron a temperatura
ambiente durante un periodo de 15 dias hasta la cosecha de la celulosa.

Tanto el liquido fermentado como la membrana resultante fueron sometidos a
evaluaciones exhaustivas en cuanto a propiedades fisicas, quimicas, mecanicas y
funcionales. Los datos obtenidos fueron analizados mediante un analisis de varianza. Los
resultados sefalan que la produccién maxima de celulosa se logr6é con una concentraciéon
del 10% de azlcar y una sustitucion del 75% de la infusion de cascaras de café. Este

tratamiento exhibié un rendimiento quincenal del 25% en la produccién de celulosa,
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destacando por sus propiedades superiores de dureza y estructura firme en comparacion
con los demas tratamientos evaluados (Jiménez et al., 2023).

En Ecuador, especificamente en la Universidad de Guayaquil, se han realizado
investigaciones enfocadas en la produccién y caracterizacion de biopolimeros a partir de
residuos agroindustriales. En este caso particular, se utilizaron los residuos generados por
la industria del cacao, variedad CCN-51, como materia prima para la obtencién de un
biopolimero de celulosa bacteriana.

El estudio evalu6 el uso de los excedentes de cacao como Unica fuente de carbono
en el medio de produccién, asi como el efecto de la adicion de sorbitol y glicerol en
diferentes proporciones. Esto con el fin de determinar las condiciones 6ptimas para la
produccién del biopolimero mediante la fermentacién con un aislado nativo de la bacteria
Gluconobacter xylinus.

Una vez obtenido el biopolimero, se realizé una caracterizacion exhaustiva mediante
diversas técnicas analiticas, tales como microscopia electronica de barrido (SEM),
calorimetria diferencial de barrido (DSC), espectroscopia infrarroja (FTIR), pruebas de
traccion, medicién de humedad, evaluacién de color y dimensionamiento de las
membranas.Los resultados obtenidos demostraron que el biopolimero producido presentaba
caracteristicas similares a las fibras de celulosa bacteriana, con una temperatura de
degradacién superior a 190 °C y grupos funcionales caracteristicos de la celulosa, segun los
analisis de DSC y FTIR, respectivamente.

Ademads, se evalu6 el rendimiento de produccion en base al medio de cultivo (RVP)
y a la fuente de carbono (RFC), obteniendo los mejores resultados con la formulaciéon que
incluia sorbitol (F2), con valores de 10,43 g/L y 21,29 g/Kg, respectivamente. Mediante un
andlisis estadistico ANOVA, se determin6 que las variables evaluadas (formulaciones F1,
F2 y F3) no presentaban diferencias significativas en cuanto a la produccion del biopolimero

(Sornoza et al., 2021)
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Bebidas fermentadas

Kombucha

Origen de la Kombucha.

Se considera que el té fermentado fue empleado inicialmente en el este de Asia
debido a sus propiedades terapéuticas alrededor del afio 220 a.C. No obstante, su origen se
encuentra en el noreste de China (Manchuria), donde durante la dinastia Tsin (Ling Chi) fue
adoptado por sus efectos desintoxicantes y propiedades energizantes (Jayabalan et al.,
2016 como se cito en (Dantas Coelho et al., 2020)

En el afio 414 d.C., un médico llamado Kombu introdujo el té en Japon, utilizando
esta bebida para tratar los problemas digestivos del emperador Inkyo. De ahi surge el
término "Kombucha" o "té de Kombu" (Santos, 2016 como se citdé en (Dantas Coelho et al.,

2020)).

Proceso de obtencién de Kombucha.

La elaboracién tradicional de la kombucha implica el uso de té negro o té verde. Las
proporciones de té y azlcar, asi como los tiempos y temperaturas de fermentacién, pueden
variar segun la region o las preferencias individuales del consumidor (Dantas Coelho et al.,
2020).

En términos generales, el proceso de produccién de kombucha implica la
preparacion de una base de té a la que se afiade azucar, que actia como sustrato para las

bacterias y levaduras responsables de la fermentacion del té (Dantas Coelho et al., 2020).

Cultivo simbidtico de bacterias y levaduras (SCOBY).

El cultivo de kombucha, también conocido como Cultivo Simbiético (Tabla 1) de
Bacterias y Levaduras (SCOBY), representa una biopelicula que se forma a través de la
asociacion simbiética entre levaduras y bacterias acéticas. Comunmente denominado "té de

hongos", esta biopelicula exhibe una apariencia similar a una alfombra de hongos cuando
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se cultiva en condiciones estaticas. Este proceso implica el cultivo de la biopelicula en té

endulzado y enfriado, dando como resultado la formacién de una pelicula celulésica (Dantas

Coelho et al., 2020).

Tabla 1 Microorganismos que se encuentran en la kombucha

Bacteria

Funcion en la Kombucha

Acetobacter, Gluconobacter,

Gluconacetobacter, Komagataeibacter

Bacterium gluconicum, Acetobacter aceti,
Acetobacter pasteurianus, Glucobacter
oxigendans, Acetobacter musti, Gluconobacter
potus

Komagataeibacter kombuchae,
Komagataeibacter saccharivorans,
Komagataeibacter rhaeticus,
Gluconacetobacter sacchari,
Gluconacetobacter sp. A4

Acetobacter nitrogenifigens, Gluconacetobacter

kombucahe

Productoras de acido acético y
glucdnico, formacion de biopelicula

celulésica (hongo del té)

Bacterias acido-acéticas adicionales

Especies de Komagataeibacter y

Gluconoacetobacter en Kombucha

Bacterias fijadoras de nitrégeno aisladas

de Kombucha

Bacteria de acido lactico

Funcion en la Kombucha

Lactobacillus, Bifidobacterium

Lacticaseibacillus casei, Lactiplantibacillus

plantarum

Presentes en la Kombucha, mejora
propiedades antioxidantes y

antimicrobianas

Cepas especificas que mejoran las
actividades antioxidantes y

antimicrobianas
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Levadura Caracteristicas generales

Utilizada en panaderia, elaboracién de

cerveza y vino, produccion de didxido de
Saccharomyces cerevisiae
carbono y energia en presencia de

oxigeno
Candida, Debaryomuces, Kluyveromyces, Levaduras no Saccharomyces con
Yarrowia, Zygosaccharomyces posibles aplicaciones comerciales

Pueden variar segun la region y
Varias especies de levaduras
condiciones ambientales

Nota. Tomado de (Dantas Coelho et al., 2020).

El metabolismo de los microorganismaos durante la fermentacién de la kombucha es
complejo y ain no ha sido completamente elucidado debido a la participacién de numerosos
microorganismos Y las interacciones que ocurren entre ellos. A pesar de que las bacterias y
levaduras acéticas, como Saccharomyces cerevisiae, ya tienen roles bien definidos en la
fermentacion, las funciones e interacciones que muchos microorganismos desempefian en
la fermentacion de la kombucha aun son desconocidas (Villarreal Soto et al., 2018).

Se sabe que, al principio del proceso, las levaduras hidrolizan la sacarosa en
glucosay fructosa mediante la invertasa, produciendo etanol a través de la glucdlisis.
Algunas levaduras, como las del género Saccharomyces, muestran preferencia por la
glucosa, mientras que levaduras especificas del género Zygosaccharomyces prefieren la
fructosa (Jayabalan et al., 2014).

Por otro lado, las bacterias acéticas utilizan la glucosa para producir &cido glucénico
y el etanol para generar acido acético (Jayabalan et al., 2014).La presencia de este acido
estimula a las levaduras a producir etanol, el cual es utilizado por las bacterias acéticas para
crecer y generar mas acido acético (Santos, 2016), como se ilustra en la Figura 1.

A su vez, las cepas del género Acetobacter producen acido acético a partir del
etanol. Este proceso es llevado a cabo por las enzimas alcohol deshidrogenasa y

deshidrogenasa, que ingresan al ciclo de Krebs produciendo agua y diéxido de carbono
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(Teyssier & Hamdouche, 2016). El género Gluconobacter no puede oxidar el acetato del
ciclo de Krebs, ya que no posee las enzimas necesarias para el proceso de oxidacion, lo
gue resulta en un aumento de productos como el gluconato sin medio (Leal et al., 2018).

Una bacteria del género Gluconacetobacter xylinus es principalmente responsable
de la matriz de celulosa que alberga el microbiota de la kombucha, promoviendo una
asociacion entre bacterias y levaduras (Dantas Coelho et al., 2020).

Inicialmente, una poblacion de bacterias que sintetiza celulosa en el medio aumenta
debido al consumo de oxigeno disuelto en la interfaz aire/medio, permitiendo solo las
bacterias en la pelicula de celulosa. A medida que avanza la fermentacion, la pelicula se
vuelve mas gruesa debido a més capas en la superficie, formando una estructura
suspendida en el liquido. La sintesis de celulosa termina cuando la pelicula se vuelve lo
suficientemente densa como para hundirse en el liquido. Asi, los microorganismos quedan
atrapados en SCOBY, y las bacterias acéticas permanecen inactivas debido a un suministro
de oxigeno insuficiente (Villarreal Soto et al., 2018).

Por otro lado, la presencia de SCOBY disminuye el suministro de oxigeno a las
levaduras, que se encuentran en la parte inferior del biofilm, continuando asi la fermentacion
anaerdbica y generando etanol y compuestos aromaticos frutales de gran importancia en el
desarrollo del aroma de la kombucha.

Las levaduras apiculadas (Kloeckera y Hanseniaspora) sintetizan ésteres volatiles y
acidos que proporcionan al sustrato un aroma similar al de la sidra (Dantas Coelho et al.,
2020).

Los residuos organicos utilizados durante el proceso de fermentacion de la
kombucha provocan una disminucién del pH del té, lo que conduce a una falta de oxigeno
debido al aumento de la acidez. De esta manera, se inhibe el crecimiento de posibles
bacterias patégenas, permitiendo un consumo seguro (Watawana et al., 2015).

Después de envasar la kombucha, las bacterias acéticas, estrictamente aerdbicas, pierden
su actividad dentro del envase y dejan de metabolizar el etanol que contintia siendo

producido por las levaduras si aun hay azucar en la bebida (Dantas Coelho et al., 2020).



Figura 1 Metabolismo microbiano en la fermentacion de kombucha
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Nota. Fuente adaptado de Dantas et al., (2010).

Composicion quimica de la kombucha

La composiciéon quimica de la kombucha exhibe variabilidad tanto en términos

cuantitativos como cualitativos. Esta variabilidad se encuentra influenciada por diversos

factores, entre los cuales se incluyen el tiempo de fermentacion, los sustratos presentes en

el té inicial y los microorganismos presentes en el indculo. No obstante, se ha corroborado

la presencia de componentes como acidos organicos, vitaminas, polifenoles y aminoéacidos

en esta bebida, en la figura 2, se elucida las principales componentes:



Figura 2 Principales componentes de la kombucha
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Group Compound Quantity Initial Fermentation
Sacrose Time (days)
Organic Acetic acid 5,6 g/L 70 g/L 15
acids
Acetic acid 8,36 g/L 100 g/L 18
Acetic acid 11 g/L 100 g/L 30
Gluconic acid 39 g/L 100 g/L 60
Gluconic acid 0,0160 g/L 70 g/L 21
Lactic acid 0,18 g/L 100 g/L 18
Vitamins Vitamin B, 0,74 mg/ 70 g/L 15
mL
Vitamin B, 0,08 mg/ 70 g/L 10
mL
Vitamin Bg 0,52 mg/ 70 g/L 15
mL
Vitamin B, 0,84 mg/ 70 g/L 15
mL
Vitamin C 0,03 mg/ 70 g/L 10
mL
Others Ethanol 5,5 g/L 100 g/L 20
Proteins 3g/L 100 g/L 12
Poliphenols 7,8 mM 100 g/L 15
GAE*
Minerals Cu, Fe, Mn, Ni, Zn 0,1a04 70 g/L 15
pug/mL
Anions F—, CI-, Br —, I, 0,04 a 100 g/L 7
NO3;—, HPO4- SO4— 3,20 mg/g

Nota. Tomado de (Jayabalan et al., 2007)

Fuentes de sustrato

Té negro

Camellia es el nombre genérico que rinde homenaje al botanico y misionero jesuita

del siglo XVII, Jifi Josef Camel (también conocido como Camellus). Este cientifico llevo

plantas de camelias desde Filipinas a Europa, y en reconocimiento a su contribucion, Carlos

Linneo bautizé este género con su nombre. La planta Camellia sinensis es la fuente

principal del té, siendo sus hojas y brotes los elementos utilizados en la produccién de

distintas variedades de té, como el blanco, verde, oolong y negro. Aunque provienen de la
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misma especie, cada tipo se procesa de manera diferente para lograr niveles variables de
oxidacion. Ademas, el kukicha, conocido como té de ramitas, se obtiene de la misma planta,
pero utilizando ramas y tallos en lugar de hojas (Ming, 1992).

La denominacion "sinensis" tiene su origen en el latin y significa chino. Antiguamente, la
planta del té era conocida con nombres como Thea bohea, Thea sinensis y Thea viridis.

Originaria del sur y sudeste de Asia continental, la Camellia sinensis se cultiva
actualmente en todo el mundo, especialmente en regiones tropicales y subtropicales. Se
presenta como un arbusto o arbol pequefio de hoja perenne que suele podarse a menos de
dos metros cuando se cultiva por sus hojas, y cuenta con una raiz pivotante robusta. Sus
flores son de tonalidad blanco amarillento, con un didametro de 2,5a 4 cmy 7 u 8 pétalos
(Ming, 1992).

Las semillas de la Camellia sinensis y la Camellia oleifera pueden prensarse para
obtener aceite de té, utilizado como condimento y aceite de cocina, distinto al aceite del
arbol del té, un aceite esencial con fines médicos y cosméticos derivado de otra planta.

Las hojas, que miden entre 4 y 15 cm de largo y de 2 a 5 cm de ancho, contienen
alrededor del 4% de cafeina. Las hojas jévenes, de color verde claro, son preferidas para la
produccién de té y tienen pelos cortos y blancos en la parte inferior, mientras que las hojas
mas viejas presentan un verde mas intenso. La calidad del té varia segun la edad de las
hojas y su composicién quimica. Generalmente, se cosechan la punta (brote) y las primeras
dos o tres hojas cada una o dos semanas (Ming, 1992).

Los tres tipos principales de té son verde, oolong y negro. El té verde se cuece al
vapor poco después de la cosecha para detener la oxidacion, mientras que el té oolong se
oxida un poco masy es el preferido en muchos restaurantes chinos. Por dltimo, el té negro
se oxida durante un periodo mas extenso, resultando en un té de tonalidad mas oscura

(Ming, 1992).
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Taxonomia

Tabla 2 Informacién taxonémica del Té

Planta de té

Follaje de camelia sinensis

Reino Plantae
Division Magnoliofita
Clase Magnoliopsida
Orden Ericales
Familia Teéaceas
Género Camelia
Especie C. sinensis

Nombre binomial

Camellia sinensis (L.) Kuntze

Nota. Fuente tomado de (International Camellia Society, 2024)

Variedades

Camellia sinensis var. assamica (J.W.Mast.) Kitam.

Camellia sinensis var. dehungensis (Hung T.Chang y B.H.Chen) T.L.Ming
Camellia sinensis var. sinensis

Camellia sinensis var. pubilimba Hung T.Chang

Camellia sinensis var. waldenae

Propiedades bioguimicas

Propiedades Antioxidantes. El té verde contiene polifenoles y flavonoides que actian
como antioxidantes, ayudando a combatir el dafio causado por los radicales libres en el

cuerpo (Saeed et al.,2017).
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Mejora la Salud Cardiovascular. Estudios sugieren que el consumo regular de té
verde puede contribuir a la reduccion del riesgo de enfermedades cardiacas al disminuir los
niveles de colesterol y triglicéridos (Saeed et al.,2017).

Apoyo en la Pérdida de Peso. La presencia de catequinas y la capacidad del té
verde para aumentar el metabolismo pueden favorecer la pérdida de peso y la quema de
grasas (Vazquez y otros, 2017)

Regulacion de la Glucosa en Sangre. Se ha observado que el té verde puede ayudar
a controlar los niveles de azlcar en sangre, beneficiando a personas con diabetes tipo 2.

Efectos Antiinflamatorios. Los compuestos bioactivos presentes en el té verde han
demostrado tener propiedades antiinflamatorias, lo que puede ser beneficioso para
trastornos inflamatorios crénicos (Saeed et al.,2017).

Mejora de la Funcién Cerebral. La combinacién de cafeina y I-teanina en el té verde
puede mejorar la funcién cerebral, aumentando la alerta y la concentracion.

Proteccién contra el Cancer: Algunos estudios sugieren que los polifenoles del té verde
pueden tener propiedades anticancerigenas y ayudar en la prevencion de ciertos tipos de
cancer (Liu et al.,2023).

Apoyo al Sistema Inmunoldégico. Las propiedades antimicrobianas del té verde
pueden fortalecer el sistema inmunoldgico, ayudando a combatir infecciones y
enfermedades (Saeed et al.,2017).

Mejora de la Salud Dental. El té verde puede ayudar a prevenir la formacion de placa
dental y reducir el riesgo de caries gracias a sus propiedades antibacterianas.

Promocién de la Longevidad: Los efectos combinados de los antioxidantes y otros
compuestos beneficiosos pueden contribuir a la salud general y a la longevidad (Saeed et

al.,2017).
Flor de Jamaica

La planta Hibiscus sabdariffa L. (Hs), también conocida como flor de Jamaica, se

destaca como un cultivo ideal para paises en desarrollo debido a su facilidad de cultivo, su



capacidad para formar parte de sistemas de cultivo multiple y su utilidad tanto como
alimento como fibra. En China, se utilizan las semillas de la planta para obtener aceite,
mientras que, en Africa Occidental, las hojas y semillas en polvo se incorporan en las
comidas. Ademas, la planta tiene aplicaciones en las industrias farmacéutica y alimentaria

(Da Costa,2014).

Taxonomia

Tabla 3 Informaciéon taxonémica de la Flor de Jamaica

Reino Plantae
Division Magnoliofita
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae
Orden Malvales
Familia Malvaceae

Subfamilia Malvoideae
Género Hibiscus

Especie Hibiscus sabdariffa L., 1753

Nota. Tomado de Ramirez, 2020

22



Variedades

Hibiscus palmatilobus Baill. (1885)

Hibiscus cruentus Bertol.

Hibiscus fraternus L.

Hibiscus acetosus Noronha

Hibiscus gossypifolius Mill.

Hibiscus sanguineus Griff.11

Hibiscus masuianus De Wild. & T.Durand (1900)
Hibiscus cannabinus Hier

Sabdariffa rubra Kostel.9

Abelmoschus cruentus (Bertol.) Walp.

Furcaria sabdariffa Ulbr.Galeria

23
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Caracteristicas fisicas

Tabla 4 Caracteristicas fisicas de la Flor de Jamaica

Elemento

Descripcion

Planta

Hojas

Flores

Caliz

Cépsula

Semillas

Sabor

Es un subarbusto herbaceo anual, erecto y frondoso que puede alcanzar
hasta 8 pies (2.4 m) de altura, con tallos suaves o casi suaves, cilindricos
y tipicamente rojos.

Las hojas son alternas, de 3 a 5 pulgadas (7.5-12.5 cm) de largo, verdes
con venas rojizas y peciolos largos o cortos. Las hojas jovenes y
superiores son simples; las hojas inferiores son profundamente lobuladas
de 3 a5 oincluso 7 I6bulos con margenes dentados.

Las flores, ubicadas individualmente en las axilas de las hojas, tienen
hasta 5 pulgadas (12.5 cm) de ancho, son de color amarillo o beige con
un o0jo rosa o granate, y se vuelven rosadas al marchitarse al final del dia.
En este momento, el caliz tipicamente rojo, compuesto por 5 sépalos
grandes con un collar (epicaliz) de 8 a 12 bracteas delgadas y
puntiagudas alrededor de la base, comienza a agrandarse y se vuelve
carnoso y jugoso.

La capsula aterciopelada, de 1/2 a 3/4 pulgadas (1.25-2 cm) de largo,
verde cuando es inmadura, se encuentra completamente cerrada dentro
del caliz en este estado. Cuando madura y seca, la capsula se vuelve
marrén y se abre en 5 partes.

La capsula contiene 3 a 4 semillas de forma ovalada y color marron claro,
de 1/8 a 3/16 de pulgada (3-5 mm) de largo y finamente velludas.

El caliz, los tallos y las hojas son acidos y tienen un sabor que se

asemeja de cerca al arandano

Nota. Informacion tomada de Ledn, (1987).
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Propiedades bioquimicas

El té de hibisco (Hibiscus sabdariffa) contiene diversos constituyentes bioactivos que
son relevantes desde un punto de vista farmacolégico. Entre ellos, se destacan
principalmente los acidos organicos, antocianinas, polisacaridos y flavonoides (Da Costa,
2014).

Acidos Organicos: Los extractos de hibisco contienen un alto porcentaje de acidos
organicos, siendo los principales el &cido citrico, &cido hidroxicitrico, &cido hibiscus, acido
malico y &cido tartarico. También se encuentran en menor proporcién acido oxalico y acido
ascorbico. La distribucién porcentual de estos &cidos varia, con el &cido hibiscus
representando entre el 13-24%, &cido citrico entre el 12-20%, &cido malico entre el 2-9%, y
acido tartarico en un 8%, ademas de un 0.02-0.05% de acido ascérbico (vitamina C) (Da
Costa, 2014).

Acido Ascorbico (Vitamina C). La cantidad de acido ascorbico en los calices de
hibisco varia significativamente entre los calices frescos (6.7—14 mg/100g) y los secos (260—
280 mg/100g). Estas diferencias pueden atribuirse a diversas variables como variedades,
genética, entorno, ecologia y condiciones de cosecha.

Acido Hidroxicitrico. Presente en la forma principal de (2S, 3R)-acido hidroxicitrico,
es el principal acido organico en los calices de hibisco. Su estructura, con un grupo hidroxilo
adicional en el segundo carbono del &cido citrico, lo distingue del mas conocido (2S,3S)-
acido hidroxicitrico (HCA) extraido de Garcinia sp (Da Costa, 2014).

Acido Hibiscus. Se presenta en la forma de lactona de (+)-allo-acido hidroxicitrico,
compuesto por un fragmento de acido citrico con un grupo hidroxilo adicional en el segundo
carbono. Posee dos diasteredmeros debido a la existencia de dos centros quirales en la
molécula (Da Costa, 2014).

Antocianinas: Estas son derivados flavonoides y pigmentos naturales presentes en
las flores secas de hibisco. Se destacan las antocianinas basadas en delphinidin y cianidina,

como delphinidin-3-sambubioside (hibiscin) (Da Costa, 2014).
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Celulosa bacteriana

La celulosa bacteriana (CB) es un exopolisacarido de celulosa pura producida por
ciertas cepas de bacterias del &cido acético como las del género Komagataeibacter
(también conocido como Acetobacter). Otras bacterias de diversos taxones que son
capaces de sintetizar celulosa son: Agrobacterium, Sarcina, Rhizobium y
Gluconoacetobacter (Volova et al., 2022). Aunque la celulosa sintetizada por estas cepas es
molecularmente idéntica a la de las plantas, presenta una mayor cristalinidad y es
guimicamente pura, ya que carece de lignina, hemicelulosa y otros compuestos biogénicos

(Dourado et al., 2017).
Estructura, composicién y propiedades de la celulosa microbiana.

La celulosa es la molécula biol6gica mas comun y representa la mayor parte de los
biopolimeros en el planeta. Su estructura consiste en cadenas lineales de 2,000 a 14,000
unidades de B-(1,4) glucosa, unidas por enlaces de hidrégeno. No se disuelve en agua y
exhibe regiones altamente organizadas (cristalinas), asi como otras areas con menor grado
de ordenamiento; debido a sus mdltiples formas cristalinas, la celulosa muestra varios
polimorfismos, con seis estructuras conocidas. Actualmente exhibe una variedad de
aplicaciones dentro de la industria del papel, textil, alimenticia, de explosivos y de azUcares
fermentables, entre otras (Carrefio et al., 2012).

En condiciones de cultivo estético, la CB se manifiesta como una pelicula gelatinosa
gue comprende una disposicién tridimensional de fibras celulésicas puras a nivel
nanofibrilar. Estas fibrillas, dispuestas aleatoriamente en forma de cintas, tienen un ancho
de menos de 100 nm y estan compuestas de nanofibrillas elementales, agrupadas en haces
con un tamafio lateral de 7 a 8 nm, y con longitudes de varios micrémetros (Dourado et al.,
2017).

La estructura tridimensional de la celulosa, formada como una malla (Figura 3),
actlia como una barrera contra el ataque microbiano, principalmente debido a los enlaces

glicosidicos B 1 — 4 presentes en el grupo hidroxilo de su superficie libre. Los enlaces de
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hidrogeno son abundantes en la celulosa debido a la presencia de multiples atomos de
oxigeno y grupos hidroxilo (Lahiri et al., 2021).

Dentro de la celulosa, se observa un apilamiento paralelo facilitado por la fuerza de
van der Waals, lo que conduce al desarrollo de nanofibras cristalinas y, posteriormente, a la
formacion de la estructura microfibrilar. La presencia de la estructura superespiral
contribuye a promover 6rdenes jerarquicos que otorgan una resistencia mecanica
significativa a la celulosa (Lahiri et al., 2021).

Figura 3 Enlaces de hidrégeno inter e intra en la celulosa bacteriana.

OH OH

Nota. La celulosa posee una estructura tridimensional similar a una malla. Tomado de (Esa
et al., 2014)

Entre las pocas especies bacterianas capaces de sintetizar celulosa se encuentra la
bacteria Gramnegativa Acetobacter xylinum. Esta bacteria puede producir dos tipos de
celulosa: celulosa I, similar a una cinta, y celulosa Il, que es termodinamicamente estable.
Durante la sintesis, las protofibrillas de la cadena de glucosa se secretan a través de la
pared celular de las bacterias y se agregan para formar cintas de celulosa de nanofibrillas.
Estas cintas construyen una estructura de red en forma de red de celulosa bacteriana con
una matriz altamente porosa. La celulosa resultante posee una abundante superficie de
grupos hidroxilo, lo que le confiere caracteristicas de hidrofilicidad, biodegradabilidad y
capacidad de modificacion quimica (Esa et al., 2014).

Otra de sus caracteristicas es la posibilidad de sintesis a partir de diversos sustratos,

incluidos los residuos industriales que contienen carbono, posee altas tasas de crecimiento
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y productividad de las cepas productoras. Este biopolimero posee una alta capacidad de
retencién de agua y propiedades mecanicas Unicas debido a su estructura molecular
porosa, lo que la vuelve permeable a los liquidos, favorable para la adhesion y proliferaciéon
celular, asi como poseer una alta capacidad de absorber agua hasta un 90% (Volova et al.,
2022).

La CB posee una deformabilidad que se asemeja al tejido blando, la tension de
rotura de las peliculas de CB puede ser de 2x10°Pa, cuando se encuentra seca también
tiene propiedades mecénicas excepcionales debido a su red nanofibrilar cristalina (Volova et
al., 2022). La resistencia a la traccion de una fibra de CB es casi comparable a la del Kevlar
y el acero, lo que la vuelve prometedor para aplicaciones en campos donde se requieren

altas caracteristicas mecanicas (Yano et al., 2005).
Produccion de celulosa a partir de fermentaciones

La seleccion del microorganismo adecuado para la sintesis de BC es un aspecto
crucial en la optimizacién de su produccion. Varias cepas taxondmicamente relacionadas
con los géneros Azotobacter, Gluconacetobacter, Pseudomonas, Salmonella y Sarcina
ventriculi tienen la capacidad de sintetizar CB. Sin embargo, Gluconacetobacter xylinus,
Gluconacetobacter hansenii y Gluconacetobacter pasteurianus han demostrado ser las
cepas mas efectivas en la produccion de CB desde que fueron descubiertas por Adrian J.
Brown en 1886 (Torres et al., 2019). Entre todas las cepas gramnegativas que producen
BC, solo Gluconacetobacter sp. se clasifica como una bacteria del acido acético, lo que la
convierte en la Unica especie capaz de producir celulosa a niveles comerciales (Lin et al.,
2013). Esta exclusividad de las bacterias del &cido acético se debe a sus caracteristicas
bioguimicas, que les permiten sintetizar celulosa como metabolito primario, lo que promueve
un alto rendimiento de CB (Fernandes et al., 2020).

En su produccion, se pueden emplear métodos de fermentacion estatica, agitada o
en biorreactor. En la fermentacion estatica, la CB se forma como una pelicula en la interfaz

aire-liquido del medio de cultivo, lo que resulta en estructuras de red tridimensionales
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delgadas con excelentes propiedades mecanicas (Wang et al., 2019). Por otro lado, en la
fermentacion agitada, la CB se presenta en forma de granulos o hilos fibrosos, con menor
grado de polimerizacién, resistencia mecanica y cristalinidad que las peliculas obtenidas en
la fermentacién estatica (Shah et al., 2013). Sin embargo, la fermentacién agitada es
ampliamente utilizada con fines comerciales debido a su menor tiempo de produccion,
viabilidad econémica y diversas aplicaciones como la inmovilizacion de proteinas y lipasas,
la liberacién de farmacos y la absorcion de nanocompuestos (Fernandes et al., 2020).

La fermentacion en biorreactor, que puede utilizar tanto cultivos estaticos como
agitados, es una alternativa que se clasifica segun el uso de aire enriquecido con oxigeno,
un disco giratorio o un soporte de biopelicula equipado con un filtro giratorio o una
membrana de silicona (Fernandes et al., 2020). Entre los biorreactores, el tipo de tanque
agitado es el mas comun en la industria de la fermentaciéon. Sin embargo, este tipo de
biorreactor puede generar una suspension de CB con alta densidad celular, lo que resulta
en un fluido altamente viscoso, una limitacion en la transferencia de oxigeno y un mayor
consumo de energia debido a la agitacién intensa requerida.

Por otro lado, el biorreactor de transporte aéreo es mas eficiente energéticamente y
genera menos tension de corte que los reactores de tanque agitado. Al ser modificado, este
tipo de biorreactor aborda los problemas relacionados con el suministro limitado de oxigeno
durante la produccion de CB, que se manifiesta en forma de granulos elipticos. Ademas,
otros tipos de reactores, como el disco giratorio o el lecho percolador, pueden ser opciones
adecuadas para la produccion de CB, ya que aumentan el suministro de oxigeno,
proporcionan una mayor relacion superficie/volumen y reducen las fuerzas de corte (Blanco
Parte et al., 2020).

La utilizacion extensiva de CB se ha visto realmente limitada por su baja produccion
debido al bajo rendimiento y al cultivo tradicional estético a baja escala. Aunque la
fermentacion liquida con biorreactores de tanque agitado (STR) es comun y preferida para
la produccion industrial de muchos metabolitos, la produccién tradicional de BC utiliza

condiciones de cultivo estaticas para obtener una pelicula de celulosa en la superficie del
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medio de cultivo (Singhania et al., 2022). Los avances en bioprocesos en los ultimos afos
han llevado la produccién de BC a un nivel superior. Sin embargo, persisten desafios
relacionados con los requisitos de aireacion y los costos laborales asociados con el cultivo

estético a gran escala.
Aplicaciones actuales de la celulosa bacteriana

La CB se ha comercializado en diversas formas, incluyendo alimentos dietéticos,
membranas de filtracion, aditivos para papel y apdsitos para heridas (Lin et al., 2013).

Industria alimentaria

La CB posee multiples potencialidades en las industrias alimentarias debido a su alta
pureza; variedad de texturas y formas (por ejemplo, particulas, esferas, filamentos, pulpas,
peliculas y bigotes de multiples formas); capacidad de adquirir cambios in situ, como colores
y sabores del medio de cultivo; y proceso de produccion sencillo. Teniendo en cuenta las
propiedades mencionadas anteriormente, el CB puede utilizarse como adyuvante en
alimentos y en la industria alimentaria (Choi et al., 2022).

La adicion de CB a los alimentos aporta firmeza, propiedades de retencién y mejor
textura. Ademas, puede mejorar la calidad de ciertos alimentos al incorporar un sabor y
aroma especificos. Un ejemplo notable es la nata de coco, un postre tradicional filipino que
utiliza gel de CB cortado en cubos y fermentado con agua de coco, sumergido luego en
almibar de azUlcar. Este postre dulce ha sido apreciado durante mucho tiempo en Filipinas y
ahora esta ganando popularidad en todo el mundo (Rachtanapun et al., 2021).

La CB ha sido evaluado por su potencial como estabilizador, suspensién, espesante
y agente gelificante en la industria alimentaria. Ademas, ha demostrado ser util como agente
de suspensién termoestable y refuerzo para alimentos fragiles, asi como hidrogel para
mejorar la consistencia de los alimentos pastosos y reducir su pegajosidad (Choi et al.,
2022). Por ejemplo, una pequefia adicién de CB puede mejorar la textura del tofu y
aumentar la fuerza del gel del tofu. También se ha utilizado en productos del mar japoneses

para mejorar su rigidez y fragilidad, lo que les permite tolerar el proceso de envejecimiento.



31

Ademads, el CB ha mostrado estabilidad térmica al ser agregado a bebidas de chocolate,
evitando la precipitacion del cacao incluso después del tratamiento en autoclave (Khan &
Kamal, 2021). También puede mejorar significativamente la pegajosidad de salsas
cremosas, facilitando su aplicacién. Por tanto, la CB se ha evaluado como aditivo
alimentario para mejorar la estabilidad en una amplia gama de condiciones (Ullah et al.,

2016).

Medicina regenerativa

Las membranas de celulosa bacteriana (CB) se han introducido como un material de
aposito ideal para heridas debido a su alta biocompatibilidad in vivo y su capacidad para
proporcionar un sustrato tridimensional éptimo para la union celular (Helenius et al., 2006).
La estructura microfibrilar de las membranas CB ofrece flexibilidad, alta capacidad de
retencion de agua e intercambio de gases, manteniendo una barrera fisica que reduce el
dolor y la infeccion bacteriana. Ademas, permiten la transferencia de farmacos a la regién
herida (Helenius et al., 2006).

Las membranas CB se utilizan comercialmente como dispositivos de vendaje para
heridas, siendo marcas comerciales como Bionext®, Membracell® y Xcell® algunas de las
opciones disponibles. Comparadas con gasas convencionales o materiales sintéticos, las
membranas CB han demostrado una mayor eficiencia en tratamientos de cicatrizacion de
heridas, incluidas las heridas del pie diabético, las heridas crdnicas y las quemaduras (Kwak
et al., 2015).

Estas membranas facilitan la epitelizaciéon incluso en quemaduras de segundo y
tercer grado, sin necesidad de cambios de apésitos diarios, manteniendo un ambiente
hamedo y facilitando la eliminacion de residuos necréticos (Czaja et al., 2006). Sin embargo,
la CB no tiene actividad contra la infeccion bacteriana, una limitaciéon importante en heridas
cronicas y lesiones de dificil curacion. Ademas, los intentos de adsorber farmacos pueden

producir tasas de liberacion rapida, no adecuadas para el intervalo de oclusion prolongado
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requerido con el uso de CB. Estas limitaciones son importantes consideraciones para su

aplicacion extensiva (Picheth et al., 2017).

Aplicaciones ambientales

La CB se destaca como un filtro de membrana efectivo para la separacion de
microorganismos, contaminantes organicos y cationes metdlicos en cuerpos de agua
contaminados. Estudios han demostrado que las membranas de CB pueden eliminar
eficazmente bacterias como E. coli de efluentes lacteos y textiles, con tasas de rechazo de
solutos de hasta el 95% en membranas laminadas con 3-quitina o sulfonato de quitina
desacetilada (S-DAC). Ademas, las membranas de CB modificadas con &cido acrilico
pueden eliminar iones metélicos, incluyendo metales pesados (Alves et al., 2020)

Los nanocompuestos que incluyen CB también han demostrado éxito como agentes
antimicrobianos y en la deteccién de contaminantes organicos. Por ejemplo, el
nanocompuesto de CB con nanoparticulas de plata muestra una fuerte actividad
antimicrobiana contra bacterias como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y
E. coli (Rodrigues et al., 2016). Asimismo, se ha utilizado el nanocompuesto de CB con
plata para detectar aminoacidos y otros analitos organicos en soluciones acuosas, mediante
mejoras en la dispersion Raman detectadas por espectroscopia Raman. En otro estudio
(Gupta & Batul, 2017), hidrogeles de CB con nanoparticulas de oro se han utilizado para
capturar analitos organicos como 4-fluorobencenotiol (4-FBT) y acido fenilacético (PAA),
demostrando la versatilidad de la CB en aplicaciones de deteccién y eliminacion de
contaminantes.

Productos biodegradables

Los productos biodegradables presentan un impacto ambiental reducido debido a su
capacidad para descomponerse mas rapidamente, facilitado por factores naturales como la
luz solar, la humedad, la temperatura, los hongos y otros agentes biolégicos. Este proceso
se produce de manera ecoldgica y sin la intervencion humana, lo que evita la acumulacion

de residuos toxicos en la naturaleza (Riofrio et al., 2019).
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La descomposicion de productos biodegradables es fundamental para el equilibrio
del ecosistema, ya que la materia organica descompuesta proporciona energia y materiales
gue pueden ser reutilizados por la naturaleza para generar nuevos organismos y nutrientes.
En este sentido, los productos biodegradables se integran de manera armoniosa en los
ciclos naturales de la Tierra, minimizando su impacto ambiental y promoviendo la
sostenibilidad (Riofrio et al., 2019).

Los polimeros biodegradables constituyen un campo en constante crecimiento, con
una amplia variedad de materiales que se sintetizan o se encuentran de forma natural en el
entorno durante los ciclos de crecimiento de los organismos. Estos polimeros pueden
clasificarse de diversas formas (Avérous & Pollet, 2012).

Una posible clasificacion se basa en el proceso de sintesis de los polimeros:

i Polimeros de biomasa, como el almidén o la celulosa, que se obtienen a
partir de recursos agricolas.
i.  Polimeros producidos mediante procesos microbianos, como los
polihidroxialcanoatos (PHA).
iii.  Polimeros sintetizados quimicamente a partir de monémeros obtenidos de
recursos agricolas, como el 4cido polilactico (PLA).
iv.  Polimeros derivados de recursos fosiles.

Es importante destacar que solo las tres primeras categorias se derivan de recursos
renovables. Ademas, estos polimeros biodegradables pueden agruparse en dos categorias
principales: los agropolimeros (categoria i) y los poliésteres o biopoliésteres biodegradables

(categorias ii-iv) (Avérous & Pollet, 2012).
Aplicaciones de la celulosa bacteriana en productos biodegradables

Cada afio, el consumo de envases genera una gran cantidad de residuos, lo que
plantea preocupaciones medioambientales debido a la falta de biodegradabilidad de los

materiales plasticos convencionales, como el polietileno, el polipropileno y el poliestireno.
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Ante esta problematica, se busca desarrollar materiales de embalaje sostenibles, y la CB
emerge como una alternativa prometedora (Choi et al., 2022).

La CB puede ser utilizada como material de envasado de alimentos gracias a su
estructura reticulada delgada y porosa, que filtra microorganismos y hongos presentes en el
aire, lo que puede extender la vida util de los alimentos. Estudios han demostrado que las
peliculas de CB pueden filtrar contaminantes transmitidos por el aire mejor que los
envoltorios de plastico convencionales (Coban et al., 2021). Ademas, se han desarrollado
peliculas y materiales compuestos basados en CB con propiedades mejoradas, como
resistencia a la traccion, estabilidad térmica y propiedades antibacterianas, lo que los hace
adecuados para aplicaciones de envasado de alimentos. Estos avances incluyen el uso de
nanocristales de celulosa bacteriana (BCNC) como material de refuerzo en peliculas para

envases alimentarios, lo que mejora su resistencia y estabilidad (Salari et al., 2018).
Investigaciones en la fabricacién de biomateriales

Los nanocompuestos poliméricos estan recibiendo una considerable atencién debido
a su bajo impacto ambiental, seguridad, renovabilidad y potencial para una produccién a
gran escala de bajo costo. Los nanomateriales celuldsicos, en particular, ofrecen ventajas
significativas como refuerzos renovables para la produccion de biocompuestos de alto
rendimiento (Lee et al., 2014).

Existen varios tipos de nanocelulosa entre ellos se encuentra la CB. Estos
materiales pueden convertirse en diversas estructuras de refuerzo para aplicaciones como
refuerzo distribuido, refuerzo plano o estructuras en red continua (Sir6 & Plackett, 2010).

La nanocelulosa se ha utilizado para reforzar una variedad de polimeros, incluyendo
PP, poliestireno y PE de alta densidad, desde hace décadas. La incorporacion de
cantidades pequefias de nanocelulosa puede mejorar significativamente las propiedades de
los compuestos poliméricos, lo que los hace adecuados para muchas aplicaciones

industriales y tecnoldgicas (Whitesides, 2005).
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Sin embargo, un desafio clave es lograr una dispersion uniforme de la nanocelulosa
en matrices poliméricas hidréfobas. Se necesitan métodos para obtener una distribucion
uniforme y una buena union del relleno dentro de la matriz polimérica. Los CNC son
considerados ideales para el refuerzo de matrices poliméricas debido a sus abundantes
grupos hidroxilo en la superficie y sus altas relaciones superficie-volumen.

Los nanocompuestos poliméricos que utilizan nanocelulosa, especialmente CNC
altamente cristalinos de superficie modificada, pueden mejorar las propiedades mecénicas,
térmicas y de barrera de los compuestos resultantes. Ademas, la nanocelulosa puede
mejorar la biodegradabilidad de los compuestos, lo que los hace mas ecoldgicos en
comparacion con los polimeros tradicionales a base de petréleo (Xu & Wang, 2018).

La nanocelulosa ofrece una alternativa viable y sostenible para mejorar las
propiedades de una variedad de polimeros y ofrece la posibilidad de desarrollar materiales
poliméricos totalmente renovables y biodegradables. Sin embargo, se necesitan mas
investigaciones para optimizar la dispersién de la nanocelulosa y su compatibilidad con las

matrices poliméricas para lograr aplicaciones comerciales efectivas (Xu & Wang, 2018).
Perspectivas del uso de la celulosa de kombucha

(Bryszewska et al., 2023) realizaron una investigacion usando la celulosa producida
a partir de la kombucha para la elaboraciéon de “cuero vegano”, en su estudio el SCOBY fue
modificado con glicerol y luego alterada con polvo de manzana. El polvo de manzana sobre
la superficie de la celulosa le confirié un recubrimiento uniforme en toda la superficie en
forma de una capa sélida, homogénea y sin fisuras. El material adquirié un color en tonos
marrones dependiendo de la cantidad de polvo utilizado en el proceso de modificacion. Sin
embargo, este color se puede cambiar facilmente mediante tefiido, porque el material
acepta tintes para prendas, ampliando asi su potencial de aplicacion. Otra caracteristica
Unica del material que obtuvieron fue su olor: un delicado aroma natural a manzana seca.
Sin embargo, el material tiene un uso limitado, ya que no es impermeable, por lo que

requiere de modificaciones adicionales para limitar su hidrofilicidad.
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Otro estudio como el de (Tsilo et al., 2023) utilizaron un biofloculante producido a
partir de la levadura Pichia kudriavzevii obtenida del SCOBY de kombucha para el
tratamiento de aguas residuales, al biofloculante le afiadieron nanoparticulas de hierro para
luego usarlo en la eliminacion diferentes tipos de contaminantes y colorantes que se
encuentran en aguas residuales y soluciones. Los resultados mostraron que las
nanopatrticulas de Fe biosintetizadas presentaban una actividad floculante altamente
eficiente, alcanzando hasta un 85% con una dosis de 0,6 mg/ml. En cuanto a la eliminacion
de tintes, las nanoparticulas demostraron una eficiencia superior al 65 %, alcanzando hasta
un 93 % para la safranina. Ademas, se encontré que las nanoparticulas de Fe tenian una
notable eficacia en la eliminacion de diversos contaminantes de aguas residuales,
mostrando un potencial significativo para reducir tanto la demanda biolégica de oxigeno

(DBO) como la demanda quimica de oxigeno (DQO) en las muestras tratadas.



Capitulo 1l
Metodologia
Ubicacién del area de investigacion

Ubicacion politica

Pais: Ecuador

Provincia: Santo Domingo de los Tséachilas
Cantén: Santo Domingo de los Colorados
Parroquia: Luz de América

Sector: Via Quevedo, Km 24

Ubicacidon ecoldgica
Zonas de vida: Bosque siempre verde de tierras bajas
Bosque humedo tropical
Bosque siempre verde pie montano
Temperatura: 23-26°C
Precipitacién: 2860 mm/afio
Humedad relativa:  85%
Heliofania: 680 horas luz/afio
Suelos: Paisaje pie de Monte
Fuente: GAD Provincial SD
Ubicacion geografica
El presente proyecto de integracion curricular se realizé en los laboratorios de
Microbiologia en Alimentos, Bromatologia y Biociencias, y Biotecnologia Industrial,
instalaciones de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, sede Santo Domingo
Latitud: 00°24’ 36°
Longitud: 00°24’ 36°

Altitud: 380 msnm
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Figura 4 Mapa de ubicacion geogréfica del area de investigacion
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Nota. GAD Provincial Santo Domingo de los Ts&chilas y Google Maps.
Materiales

Tabla 5 Materiales para el aislamiento del microbiota de Kombucha

Equipos Reactivos Insumos Muestra
Plancha térmica Agua Destilada Cajas Petri Kombucha de té
_ ) negro y flor de
Autoclave Medio agar Gradilla
Jamaica
Incubadora Medio PDA Tubos de ensayo
Petrifilm Gentamicina Matraz Erlenmeyer
Natamicina
Nota. Elaboracion propia
Tabla 6 Materiales para la preparacion de kombucha
Equipos Reactivos Insumos Muestra
Autoclave Agua Hervida Frascos de vidrio SCOBY de té negro

y flor de Jamaica
Azucar

Nota. Elaboracién propia
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Tabla 7 Determinacion de los parametros de crecimiento microbiano

Equipos Reactivos Insumos Muestra
Refractometro Agua destilada Gotero Kombucha de té
] negro y flor de
Espectrofotometro Cubetas
Jamaica
Balanza analitica Pipeta
pH-metro Tubos de ensayo
Tabla 8 Analisis microbiolégico de las colonias
Equipos Reactivos Insumos Muestra
Camara de flujo laminar ~ Agua destilada  Pipeta Kombucha de té
_ . _ . negro y flor de
Microscopio Cristal violeta Mechero de alcohol
Jamaica
Lugol Pipeta
Safranina Tubos de ensayo
Etanol 70% Gradillas

Nota. Elaboracion propia



Tabla 9 Andlisis fisicos y purificacion de la celulosa obtenida
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Equipos Reactivos Insumos Muestra
Balanza analitica Agua destilada  Pipeta Kombucha de té
_ o negro y flor de
Micrometro digital NaOH Matraz
Jamaica
Estufa Acido acético Vaso de precipitacion
Potenciometro
Nota. Elaboracién propia
Tabla 10 Analisis fisicos de los productos biodegradables
Equipos Reactivos Insumos Muestra
Balanza analitica Agua destilada  Pipeta Kombucha de té
o o negro y flor de
Micrometro digital Matraz

Estufa

Potencidmetro

Durémetro

Dinamdémetro

Vaso de precipitacién

Soporte universal

Jamaica

Nota. Elaboracién propia
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Métodos
Aislamiento el microbiota natural de las muestras Kombucha

Se procedi6 a realizar la preparacion de los medios de Agar y PDA de acuerdo con
las indicaciones del fabricante en un volumen total de 320 mL por cada medio especifico.

Los medios se esterilizaron en una autoclave a una temperatura de 121°y 21 PSl de
presion durante 20 minutos. Al medio de agar se le afiadié 50 mg/L de natamicina, mientras
gue al medio de PDA se le afiadié 50 mg/L de gentamicina. Luego, se dispensaron 20 mL
de cada medio en seis cajas petri y se dejaron enfriar.

De las muestras de kombucha de cada té, se realiz6 una diluciéon seriada hasta 10-
10 con agua peptona para el aislamiento de bacterias y agua destilada estéril para el
aislamiento de levaduras. Se tom¢ la dilucién 10-10 de cada dilucién seriada para realizar la
siembra en las placas petri.

Se realizaron 3 repeticiones de siembra utilizando 1 mL de inéculo por cada tipo de
té dentro de la cAmara de flujo laminar. En total se obtuvieron 24 placas como unidades
experimentales.

Las placas con medio agar se incubaron a 37°C durante un periodo de 48h horas
boca abajo, mientras que las placas con medio PDA se incubaron a 25°C durante 5 dias,
siguiendo la literatura. Pasado los dias de incubacion, se realizé la identificacion
microscopica de las colonias.

Para el conteo de la cantidad de microorganismos en placa se siguié la normativa
INEN 1529-7 (2016) utilizando el siguiente célculo:

UFC _ N°de colonias * Inverso del factor de dilucion

ml Volumen inoculado (mL)
Identificaciéon por microscopia
Se tomé una muestra de colonia y se la fij6é en un portaobjetos en solucién salina
estéril. Se procedi6 a la observacion microscopica a través de la tincion Gram: cristal

violeta, 1 minuto; Lugol, 1 minuto; lavado con etanol, 30 segundos; safranina, 1 minuto. Se
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observé las placas en 40X y se afiadio aceite de inmersion para la observacién a 100X. se

identificé la morfologia de las muestras para la determinacion del género bacteriano.

Preparacion de los dos tipos de kombucha a partir de té negro y té de Flor de
Jamaica, a diferentes concentraciones de sacarosa para el crecimiento de los

in6culos.

Se utilizaron frascos de vidrio de 1 L de volumen para la preparacién de kombucha.
Los frascos se lavaron con jabdn para biberén de bebé, luego se esterilizaron en autoclave
a 121°Cy 21 PSI de presién durante 15 minutos, finalmente se secaron en la estufa a 35°C
durante 24 horas.

Se hirvieron 24 L de agua en una olla grande y se destinaron 12 L para la
preparacion de cada té. Se dispensaron 2 bolsitas de cada té por cada litro de agua caliente
y se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Se dispensaron 0,8 L de cada tipo de té en cada uno de los recipientes. Luego, se
prepararon diluciones de cada tipo de té al 10%, 15% y 20% de sacarosa (100 g, 150 gy
200 g respectivamente), se afiadieron 100 mL de la kombucha madre y 100 g de cada
SCOBY. Se realizaron 3 réplicas de cada tratamiento obteniéndose 24 unidades
experimentales.

Los indculos se dejaron fermentar a temperatura ambiente en un lugar oscuro y libre

de humedad durante 30 dias.

Andlisis de la cinética de crecimiento microbiano y rendimiento de produccion de

celulosa de la microbiota de kombucha.

Se us6 como referencia la metodologia empleada por Agatangelo (2007) con
modificaciones:

Se extrajo una muestra de 1 mL de cada té a distintas concentraciones de sacarosa
previo a la inoculacion para usarse como blanco en la calibracion del espectrofotémetro a

600 nm. Posteriormente, se realizé una dilucion seriada de la kombucha madre hasta 10-6
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y se midieron los datos de absorbancia de cada dilucién como curva de calibracion. El valor
de la UFC se tomo de la siembra previa de las cajas Petri como referencia.

Se tomaron muestras de 1 mL las kombuchas inoculadas a los dias 0, 3, 5, 7, 11,
15, 17 y 21 dias para el analisis del crecimiento microbiano. Adicionalmente, se tomaron las
medidas de los grados brix y pH de las muestras para la evaluacion de la disminucion del

sustrato principal (sacarosa) y aumento de la acidez conforme el paso del tiempo.
Purificacion de la celulosa cosechada

Se realizé el tratamiento alcalino de acuerdo con la metodologia empleada por Tuya
et. al, (2021) donde la celulosa se lavo con agua del grifo, después se suspendieron en 200
ml de NaOH al 2 % (w/v) a 80 °C durante 20 min y en 200 ml de &cido acético al 2 % (v/v),
este tratamiento se repitié tres veces; finalmente, la pelicula fue lavada con agua destilada
estéril. Posteriormente, la celulosa se filtr6 en un embudo Biichner con un papel filtro de

velocidad media y se dej6 secar al aire.

Analisis fisicoguimicos las caracteristicas de la celulosa obtenida

Calibre

La celulosa cosechada se dispuso en papel absorbente y se tomaron las medidas de

la celulosa producida con un pie de rey, diametro y espesor en mm.

pH

Se realiz6 la medicion superficial de pH durante la produccion de celulosa en los
biorreactores para el estudio de su acidez. Para el dia 21 en la cosecha, se midi6 el pH de

las ldminas antes y después de su purificacion.
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Humedad

Para la determinacién de humedad se us6 una ldmina de celulosa como muestra, y
se procedi6 de acuerdo con el método gravimétrico en estufa a 100°C durante 3 h.

P inicial celulosa — P celulosa seca
%Humedad = P inicial celulosa x 100%

Gramaje

Se utilizé una balanza analitica de precision + 0,001 y se midi6 el area total de la
muestra (A real) junto con el area de la balanza (A esp.). De acuerdo con las normas ISO
536

A esp.x peso obtenido
Areal

Preal =

El gramaje se expreso en g/cm2.

Densidad

De acuerdo con las normas I1ISO 534:2009 se realiz6 la determinacion de la densidad
aparente usando una balanza analitica de precision + 0,001 y un micrémetro para la
medida del espesor

_ gramaje (g/cm2)
Ps = espesor (cm)

Elaboracién de bioplastico

La elaboracién de bioplastico se llevo a cabo siguiendo la metodologia de (Avellan y
otros, 2020) con modificaciones. La celulosa se purificé y secé de acuerdo con lo expuesto
antes, posteriormente se molidé hasta hacerlo polvo para obtener una consistencia

homogénea.

Se usé una concentracion de celulosa al 10% con una concentracion de glicerina al
10% como espesante. Primero se mezcl6 la celulosa en polvo en 100 mL de agua destilada

hasta homogeneizar en estufa evitando que la temperatura no sobrepase de los 70°C y en
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agitaciéon constante. Posteriormente, se adicionaron 15 mL de acido acético al 3% (v/v) al
goteo en agitacion constante hasta que quedd viscosa y dej6é de soltar vapor. Finalmente, la
mezcla de bioplastico se vertié sobre placas de vidrio y se sec6 en estufa a 100°C durante
seis horas. Para la obtencién de papel, se siguié el mismo procedimiento con la
modificacion de que se mezcld con cola blanca la mezcla de y se sec6 por el método de

planchado.

Determinacién de dureza

Se determiné la dureza tanto del papel como del bioplastico empleando el durémetro

Shore A, el cual nos dara valores en la unidad de medida shore en cada muestra.

Determinacién de la elasticidad.

Para la cuantificacion de la elasticidad tanto del papel como del bioplastico se ajusté
la muestra en un soporte universal y se la estir6 midiendo la fuerza requerida hasta el punto

de ruptura con ayuda de un dinamémetro.

Determinacién de solubilidad en agua

El bioplastico como el papel seco se colocaron en agua destilada con una agitacion
de 100 rpm durante una hora, posterior se realizd una filtracion y se colocé a la estufa en 45
°C hasta secarse y luego a 105 °C hasta lograr un peso constante. Finalmente se calcul6 el
porcentaje de acuerdo con la ecuacion.

. Peso inicial seco — peso final seco
% Solubilidad = Poso inicial soco x 100
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Disefio estadistico

Se aplico un disefio factorial (A=2x B=3), el modelo lineal es el siguiente:
Yiik =u+A; + Bj + AB;; + €
Donde:
Y;j,= Observacion de la variable de respuesta obtenida del tratamiento con el i- ésima nivel
A, el j- ésima nivel A, el j- ésima nivel B y la repeticién k- ésima
1= Media general de la variable dependiente del experimento
Aii= Efecto del i-ésima nivel del factor A
B;= Efecto del j- ésima nivel del factor B
ABij= Efecto de la interaccion del i- ésima nivel del factor Ay el j- ésima nivel del factor B
en su repeticién K

&ix=Error experimental
Coeficiente de variacion

Para la obtencion del calculo del coeficiente de variacion se empled la siguiente formula:

CMe
X

cv

Donde:
Cv= Coeficiente de variacion
CMe= Cuadrado medio del error

X= Media del experimento
Tipo de disefio experimental

Para el presente estudio se aplic6 un ANOVA con arreglo factorial AXB (A=2 x B =
3) de bloques completamente al azar en el estudio de la obtencién de celulosa a partir de la

fermentaciéon de kombucha.



Tabla 11 Andlisis de varianza para la obtencién de celulosa
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Fuentes de variacion Formula Grados de libertad
Réplicas R-1 2
Tipos de té (A) A-1 1
Concentracién de sacarosa (B) B-1 2
AxB (A-1) (B-1) 2
Error experimental (AB-1) (R-1) 10
Total ABR-1 17

Nota. Elaboracion propia

Variables dependientes del ANOVA

Los factores evaluados en la primera parte fueron dos tipos de té para la elaboracion

de kombucha: Té negro y Té de flor de Jamaica. Tres concentraciones de sacarosa: 10%,

15% y 20% (tabla X).

Tabla 12 Factores y niveles de la produccién de celulosa

Factores Simbologia Niveles
Tipo de té (A) a0 Té negro
al Té Flor de Jamaica
Concentracién de sacarosa (B) b0 10% (p/v)
bl 15% (p/v)
b2 20% (p/v)

Nota. Elaboracion propia



Tabla 13 Tratamientos del disefio para la produccién de celulosa
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Tratamientos Simbologia Descripcion
T1 aobo Té negro + Sacarosa 10%
T2 a0bl Té negro + Sacarosa 15%
T3 a0b2 Té negro + Sacarosa 20%
T4 alb0 Té Flor de Jamaica + Sacarosa 10%
T5 albl Té Flor de Jamaica + Sacarosa 15%
T6 alb2 Té Flor de Jamaica + Sacarosa 20%

Nota. Elaboracion propia

Bloques y repeticiones

Tabla 14 Variables para medir la produccion de celulosa

Variables fisicoquimicas

pH

Grados brix

Humedad
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Capitulo 1l

Resultados
Identificacion microbiana
La kombucha es un cultivo simbiético de bacterias y levaduras utilizado en la produccién de
una bebida fermentada. Las bacterias acido-lacticas se encuentran presentes en la
Kombucha, estas transforman los azucares presentes en acido lactico (Tanya & Leiva,
2019), el cual es después metabolizado por las bacterias del género Gluconobacter,
conocidas por su capacidad de producir celulosa bacteriana.

En la figura, se observan numerosas estructuras tefiidas de color purpura oscuro, lo
cual indica que son bacterias Grampositivas y unas cuantas, teflidas de rosado, indicador
de la presencia de Gramnegativas. Las bacterias 4cido-lacticas son tolerantes a la acidez
con un amplio rango de pH entre 3,2 y 9,6; aunque la mayoria crece en pH entre 4-4,5
(Tanya & Leiva, 2019). Aunque las bacterias del género Lactobacillus sp. no son comunes
en la kombucha, los estudios de Bodgan et al., (2018) y Pei et al., (2020) corroboran su
presencia, al aislar Lactobacillus plantarum encontrado en muestras de kombucha que
mejoran el efecto probiético de la bebida (Bodgan et al., 2018) y su posterior aplicacion para
la extraccion de bacteriocidas (Pei et al., 2020).

Por otro lado, las estructuras teflidas de rosada son consistentes con el género
Gluconobacter, ya que son bacterias Gramnegativas cominmente encontradas en la
kombucha. Ademas, las bacterias presentan diversas formas, desde cocos (estructuras
esféricas) hasta bacilos (estructuras alargadas). Esta variedad morfologica es caracteristica
de los cultivos de kombucha, donde coexisten diferentes especies y etapas de desarrollo
bacteriano.

La distribucidn dispersa y aparentemente aleatoria de las bacterias en la preparacion
microscOpica también es tipica de muestras de kombucha, donde las bacterias se
encuentran suspendidas en el medio liquido. Ademas de las bacterias, en los cultivos de

kombucha también estan presentes levaduras, que son responsables de parte de la
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fermentacion. Sin embargo, las levaduras no se tifien de manera efectiva con la tincién de
Gramy, por lo tanto, no se observan claramente en la figura.

Figura 5 Tincion de Gram en muestras de Kombucha
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NoAta. ElaboraC|on propia

Anélisis de la cinética de crecimiento microbiano
Para evaluar el crecimiento microbiano a lo largo del tiempo, se realizé una curva de
relacion a partir de la kombucha madre de cada tipo de té (Figuras 6y 7).

Figura 6 Resultados de absorbancia de la kombucha de té negro
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Nota. Elaboracion propia

La figura 6, muestra la relacion entre la densidad celular y la absorbancia obtenida
para una muestra de kombucha utilizando té negro como sustrato. El eje horizontal
representa la densidad celular (UFC/ml), mientras que el eje vertical muestra los valores de

absorbancia. La relacion lineal sigue una tendencia ascendente, lo que indica que a medida
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gue aumenta la densidad celular, también aumenta la absorbancia de manera proporcional.
Con lo que respecta la ecuacion de la recta, de regresion lineal ajustada a los datos es 'y =
1E-06x + 0,1454, donde “y” representa la absorbancia 'y “x” la densidad celular. El
coeficiente de determinacién (R"2) es 0,9628, lo que indica un buen ajuste de los datos

al modelo lineal.

Figura 7 Resultados de absorbancia de la kombucha de té de Jamaica
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Nota. Elaboracién propia

La figura 7, muestra la relacion entre la densidad celular y la absorbancia obtenida
para una muestra de kombucha utilizando té de Jamaica como sustrato. El eje horizontal
representa la densidad celular (UFC/ml), mientras que el eje vertical muestra los valores de
absorbancia. La relacion lineal sigue una tendencia ascendente, lo que indica que a medida
que aumenta la densidad celular, también aumenta la absorbancia de manera proporcional.
Con lo que respecta la ecuacion de la recta, de regresion lineal ajustada a los datos es 'y =
7E-07x + 0,1865, donde “y” representa la absorbancia y “x” la densidad celular. El
coeficiente de determinacion (R"2) es 0,9571, lo que indica un buen ajuste de los datos
al modelo lineal.

El crecimiento microbiano se caracteriza por un proceso ordenado de aumento en la

cantidad de constituyentes quimicos de las células bacterianas, que implica la replicacion de
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todas sus estructuras a partir de los nutrientes disponibles en el medio circundante (Cabeza
Herrera, 2013).

En el proceso fermentativo de la kombucha se observa un incremento tanto en la
masa celular como en el numero total de microorganismos. Sin embargo, no existe una
relacion constante entre estos dos parametros, ya que cada especie que forma parte del
consorcio microbiano de la bebida puede variar en tamafio, velocidad de crecimiento y
densidad celular en respuesta a las condiciones especificas del cultivo. Por lo tanto, es
esencial distinguir entre la concentracion celular, que representa el nimero de células por
unidad de volumen de cultivo, y la densidad bacteriana, que se refiere al protoplasma total
por unidad de volumen (Cabeza Herrera, 2013).

Para la muestra de té negro se aprecié una concentracion inicial de 2,50E+05
UFC/mL en una diluciéon de 10! mientras que para el té de Jamaica se aprecio una
concentracion inicial de 2,62E+05 UFC/mL en la dilucion de 10 de la kombucha madre.
Este proceso de crecimiento microbiano en la kombucha esta influenciado por una variedad
de factores intrinsecos y extrinsecos, como el tipo de infusién, la temperatura, el pH Yy la
concentracion de sustrato (Jayabalan et al., 2014).

La figura 8 muestra la variacion de la densidad celular (UFC/ml) en una muestra de
kombucha utilizando té negro como sustrato, a lo largo del tiempo de incubacion expresado
en dias.

En los primeros dias (0 al 5), no se observa un aumento significativo en la densidad
celular, lo que sugiere una fase de latencia o adaptacion de los microorganismos al medio
de cultivo. Ademas, se observa una fase exponencial a partir del dia 7, alcanzando un valor
maximo de 5,47E+05 UFC/ml al dia 11. La fase estacionaria se alcanzé el dia 11, la
densidad celular se mantiene relativamente estable, oscilando entre 5,60E+05 y 5,65E+05
UFC/ml hasta el dia 17. La fase de declinacion: A partir del dia 17, se observa una ligera
disminucion en la densidad celular, alcanzando un valor de aproximadamente 5,56E+05
UFC/ml al final del periodo evaluado (dia 21). Esta disminucion podria indicar el inicio de la

fase de declinacién o muerte celular.
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Figura 8 Cinética de crecimiento microbiano en la kombucha de té negro
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Nota. Elaboracién propia

La figura 9 muestra la variacion de la densidad celular (UFC/ml) en una muestra de
kombucha utilizando té de Jamaica como sustrato, a lo largo del tiempo de incubacién
expresado en dias.

En los primeros dias (0 al 5), no se observa un aumento significativo en la densidad
celular (3,43E+06), lo que sugiere una fase de latencia o adaptacion de los
microorganismos al medio de cultivo. Ademas, también se observa una fase exponencial
hasta el dia 7 (5,36E+06), manteniéndose relativamente estable y con un crecimiento no tan
rapido hasta el dia 17 (6,47E+06). A partir del dia 17, se observa una ligera disminucién en
la densidad celular, alcanzando un valor de 6,39E+06 UFC/ml al final del periodo evaluado
(dia 21). Esta disminucién podria indicar el inicio de la fase de declinacion o muerte celular.

Este patron de crecimiento microbiano, con fases de latencia, exponencial,
estacionaria y declinacién, es tipico en cultivos microbianos y refleja la dinamica de
crecimiento de las bacterias y levaduras presentes en la kombucha.

Ademas, se aprecia diferencias en las curvas de crecimiento entre los tipos de té,
mostrando que la composicidn de la preparacion influye en el rendimiento de crecimiento

microbiano.
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Figura 9 Cinética de crecimiento microbiano en la kombucha de té de Jamaica
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Nota. Elaboracién propia

Durante el monitoreo y la gestion de los procesos fermentativos, es crucial tener una
estimacion rapida del crecimiento bacteriano. Para esto, se han desarrollado métodos
turbidimétricos que permiten medir la absorbancia de las bacterias en el caldo de
fermentacion. Para determinar el crecimiento microbiano, se extrae una muestra del caldo
de fermentacién (fuera de linea) y se mide su absorbancia con un espectrofotémetro o un
colorimetro, utilizando una longitud de onda constante (Bustos Cosios, 2017).

El uso de un espectrofotémetro para medir la densidad Optica es una manera rapida
y sencilla de obtener la curva de crecimiento del microorganismo. Estas mediciones ofrecen
informacion valiosa para el control del proceso de fermentacién. Por lo tanto, resulta
beneficioso realizar estas mediciones directamente en el proceso (en linea) para obtener
valores en tiempo real (Bustos Cosios, 2017). El estudio de (Jaramillo et al., 2014) realizé la
medicion de la densidad Gptica para la bacteria Gluconacetobacter xylinus, un
microorganismo productor de celulosa, encontrandose resultados similares en la densidad

Optica con respecto al tiempo.
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Andlisis factorial de la produccién de celulosa

Se aplicé un Disefio Factorial (A=2 x B=3) utilizando un modelo lineal generalizado
para evaluar las variables dependientes: pH, grados Brix y humedad en el liquido de
Kombucha. Posteriormente, se llevaron a cabo analisis microbiolégicos. Los datos fueron
recopilados del licor de Kombucha para cada factor (A=tipo de té; B=porcentaje de
sacarosa) y sus respectivas interacciones A x B.

Los resultados se presentan mediante la media y la desviacion estandar de cada
tratamiento analizado. Para la comparacién de tratamientos, se aplico la prueba de
significacion Tukey, con un nivel de significancia establecido en p<0,05. La interpretacion de
los resultados se llevo a cabo utilizando los programas IBM SPSS Statistics version 28.0.1.1

e InfoStat versién 2020.
Resultados de analisis de varianza para las variables dependientes fisicoquimicas

En el analisis de varianza realizado para la variable dependiente humedad, se
evaluaron diversas fuentes de variacion. La tabla 16 proporciona informacién clave sobre la
significancia de estas fuentes. Se encontré una diferencia altamente significativa en el tipo
de té, indicando que este factor influye significativamente en la humedad. El factor B
(sacarosa) también present6 una diferencia altamente significativa, sugiriendo que la
presencia y concentracion de sacarosa afecta significativamente la humedad. La interaccion
AB (tipo de té * sacarosa) resulté altamente significativa, indicando que la combinacién de
tipo de té y sacarosa tiene un efecto conjunto significativo en la humedad. La falta de
significancia en las réplicas sugiere que los datos recopilados sugieren que los datos de
humedad fueron recopilados de manera normal. La variabilidad no explicada por las fuentes

consideradas se refleja en el error experimental.
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Tabla 15 Andlisis de varianza para % humedad

Fuente de Suma de Media
Gl F Sig.

variacion cuadrados cuadrética
A: Tipo de té 2,501 1 2,501 28,704 ,000**
B: Sacarosa 12,469 2 6,234 71,541 ,000**
(AB): Tipo de té* 24,661 2 12,330 141,496  ,000%*
Sacarosa
Replicas ,053 2 ,027 ,304 744
Error experimental ,871 10 ,087
Total 150296,693 18

Nota. Los valores p marcados con (*) indican una diferencia significativa (p < 0.05),
mientras que los marcados con (**) sefialan una diferencia altamente significativa (p <
0.001).

En comparacién con un nivel de significancia establecido de p<0.05, los resultados
del analisis de varianza para la variable dependiente pH (Tabla 17) indican lo siguiente: La
diferencia observada en el tipo de té no es estadisticamente significativa (F=0.499, p=0.496).
En cuanto al factor B (sacarosa), se encontr6 una diferencia altamente significativa (F=4.527,
p=0.040), sugiriendo que la presencia y concentracion de sacarosa afectan significativamente
el pH. La interaccién AB (tipo de té * sacarosa) también resultdé ser altamente significativa
(F=5.233, p=0.028), indicando que la combinacion de tipo de té y sacarosa tiene un efecto
conjunto significativo en el pH. Las réplicas no mostraron significancia estadistica (F=0.003,
p=0.997), sugiriendo que los datos recopilados para el pH se distribuyen de manera normal.
La variabilidad no explicada por las fuentes consideradas se refleja en el error experimental.
Estos resultados resaltan la importancia del factor sacarosa y su interaccion con el tipo de té
en la determinacion del pH en el licor de kombucha, proporcionando conclusiones
significativas para comprender la influencia de estos factores en las caracteristicas de la

bebida fermentada.



Resultados de analisis de varianza para la variable dependiente: pH

Tabla 16 Andlisis de varianza para pH
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Fuente de Suma de Media
Gl Sig.

variacion cuadrados cuadrética
A: Tipo de té ,003 1 ,003 ,499 ,496
B: Sacarosa ,053 2 ,027 4,527 ,040*
(AB): Tipo de té * ,062 2 ,031 5,233 ,028*
Sacarosa
Replicas 3,333E-5 2 1,667E-5 ,003 ,997
Error experimental ,059 10 ,006
Total 149,995 18

Nota. Los valores p marcados con (*) indican una diferencia significativa (p < 0.05),

mientras que los marcados con (**) sefialan una diferencia altamente significativa (p <

0.001).

Los resultados (Tabla 18) indican que todas las fuentes de variacion evaluadas (Tipo

de té, Sacarosay la interaccion entre el Tipo de té y la Sacarosa) presentan diferencias

estadisticamente significativas en los grados Brix. Esto sugiere que tanto el tipo de té como

la presencia de sacarosa, asi como su interaccion, tienen un impacto significativo en los

niveles de grados Brix en la bebida de Kombucha. La falta de significancia en las réplicas y

el error experimental indica que la variabilidad observada es consistente y no se debe a

fluctuaciones aleatorias o errores sistematicos en la recopilacién de datos.
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Tabla 17 Variable dependiente grados brix°

Fuente de Suma de Media
Gl F Sig.

variacion cuadrados cuadrética
A: Tipo de té 9,827 1 9,827 242,315 ,000**
B: Sacarosa 195,214 2 97,607 2406,753 ,000**
(AB): Tipo de té * 21,941 2 10,971 270,507 ,000**
Sacarosa
Replicas ,054 2 ,027 ,671 ,533
Error experimental ,406 10 ,041
Total 2226,670 18

Nota. Los valores p marcados con (*) indican una diferencia significativa (p < 0.05),
mientras que los marcados con (**) sefialan una diferencia altamente significativa (p <

0.001).

Resultados de la influencia del tipo de té (Factor A) sobre las caracteristicas

fisicoguimicas

En la Figura 10a, los resultados muestran que el grupo A (variedad de té Jamaica)
present6 un mayor contenido de humedad (91.74%) en comparacion con el grupo B (té
negro) (90.99%). Estos valores de humedad son consistentes con los reportados en otros
estudios sobre celulosa bacteriana de kombucha. Esa et al. (2014) encontraron humedades
entre 90-92% para peliculas de celulosa bacteriana producidas por Gluconacetobacter
xylinus.

En cuanto al pH (figura 10b), el grupo A (té de Jamaica) present6 un pH ligeramente
mas bajo (2.90) en comparacion con el grupo B (té negro) (2.87). Estos valores de pH
acidos son tipicos en los cultivos de kombucha debido a la produccién de &cidos organicos,
como el acido acético y glucénico, por parte de las bacterias acido-acéticas (Jayabalan et

al., 2014).
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Los grados Brix (figura 10c) representan el contenido de sélidos solubles,

principalmente azucares, en una solucion. El grupo A (té negro) presento significativamente

mayores niveles de grados Brix (11.2778) en comparacion con el grupo B (té Jamaica) (9.8).

Esta diferencia podria atribuirse a una mayor concentracion inicial de aztcares en el té

negro o a una mayor tasa de consumo de azUcares por parte de los microorganismos en el

cultivo de té de Jamaica (Villareal et al.,2018).

Figura 10 Resultados de las variables fisicoquimicas obtenidas del factor A (tipo de té)
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Resultados de la influencia del porcentaje de sacarosa (Factor B) sobre las caracteristicas

fisicoguimicas

En la figura 11a, los resultados muestran que el grupo A (10% de sacarosa)
presento el mayor porcentaje de humedad (92.53%), mientras que los grupos B (15% y 20%
de sacarosa) exhibieron valores inferiores 90.62% y 90.95%, respectivamente. Estos
hallazgos son consistentes con lo reportado por Rani y Menon (2019), quienes encontraron
qgue la humedad de las peliculas de celulosa bacteriana disminuia a medida que aumentaba
la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo.

En cuanto al pH (figura 11b), el grupo A (10% y 20% de sacarosa) mostro valores
mas bajos 2.82 y 2.89, respectivamente, indicando una mayor acidez, mientras que el grupo
B (15% de sacarosa) present6 un pH ligeramente mas alto 2.95. Estos resultados son
coherentes con los hallazgos de Jayabalan et al. (2014), quienes mencionan que la
produccién de acidos organicos durante la fermentacion de la kombucha contribuye a la
disminucion del pH.

Los resultados muestran diferencias significativas en los grados Brix (figura 11c)
(contenido de sélidos solubles) entre los grupos. El grupo A (20% de sacarosa) presento la
mayor media 15.0, seguido por el grupo B (15% de sacarosa) con 9.46667 y el grupo C
(10% de sacarosa) con 7.15. Estos hallazgos son consistentes con lo esperado, ya que una
mayor concentracion de sacarosa en el medio de cultivo conduce a un mayor contenido de

sélidos solubles, como lo reportado por Chakravorty et al. (2016).



Figura 11 Resultados de las variables fisicoquimicas obtenidas del factor B
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Resultados de la influencia del tipo y la interaccién con el porcentaje de sacarosa sobre

las caracteristicas fisicoquimicas

En cuanto a la humedad (figura 12 a) se establecieron tres grupos heterogéneos, el
grupo C (tratamiento Jamaica y 20%) present6 el nivel mas alto de humedad, alcanzando
92.67%. Segun Jayabalan et al. (2014), un alto contenido de humedad en la bebida de
kombucha puede favorecer su conservacion y prolongar su vida util, ya que dificulta el
crecimiento de microorganismos indeseables.

El grupo A (tratamiento té negro al 20%) exhibié el nivel mas bajo de humedad, con
89.03%. Malbasa et al. (2011) mencionan que una humedad mas baja podria afectar la
estabilidad y la calidad sensorial del producto, al favorecer la cristalizacién de los azucares.
Estas diferencias en los niveles de humedad entre los tratamientos revelan variaciones en la
retencion de agua, lo que podria tener implicaciones importantes para el procesamiento y la
conservacion del producto, como sugieren los autores citados.

En la figura 12b, se establecié un Gnico grupo homogéneo (A) para el pH, el
tratamiento Jamaica y 20% sobresalié con el nivel mas alto registrado, alcanzando 2.97.

Segun Chakravorty et al. (2016), un pH mas alto (cercano a la neutralidad) en la bebida de
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kombucha puede favorecer la actividad de las bacterias acido-acéticas, responsables de la
produccién de 4cido acético, revelando una tendencia hacia la acidez. Loncar et al. (2006)
indican que un pH mas bajo puede inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos y

prolongar la vida util del producto.

En la figura 12c, se establecieron 3 grupos independientes para los grados Brix. El
grupo C (tratamiento Jamaica y 20%) destac con el nivel méas elevado, registrando 15.07°.
Segun Vitas et al. (2018), un alto contenido de so6lidos solubles (grados Brix) en la bebida de
kombucha puede estar relacionado con una mayor concentracion de azucares residuales, lo
que influye en el sabor dulce del producto. El grupo A (tratamiento té negro y 10%) mostro
el nivel més bajo de grados Brix, con 7.13°, lo que sugiere un menor contenido de azlcares

y otros compuestos solubles, como se menciona en el texto.



Figura 12 Resultados de la influencia de la interaccion AxB sobre las caracteristicas

fisicoguimicas
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Tabla 18 Caracteristicas Fisico Quimicas de la bebida de Kombucha segun diferentes

autores.
Tiempo de Etanol
Tipodeté pH Cenizas (%) Brix°® Acidez Autor
fermentacion (%)
7 dias Té negro 34 0,14 32,01 0,38 - (Lescano, 2015).
14 dias Ténegro 3,45 1,21 5,79 2,84 0,5 (Robles, 2011)
(Jiménez et al.,
15 dias Té negro 3,25 3,23 20,03 - 1
2021)
(Vargas &
10 dias Té negro 3,03 - 11,7 3,96 0,95

Vargas, 2011)

Nota. Elaboracién propia

En cuanto al pH, los valores de la figura 12b. varian entre 2,76 y 2,97, mientras que,

en la Tabla 19., los autores reportan valores de pH mas altos, entre 3,03 y 3,45, para el té

negro en diferentes tiempos de fermentacion.

Respecto a los grados Brix, la figura 13c muestra valores de 7,13° a 15,07°, mientras

que en la Tabla 19, se reportan valores mas amplios, desde 5,79° hasta 32,01°, dependiendo

del autor y el tiempo de fermentacion.

Es importante destacar que los datos de la Tabla 19 provienen de estudios realizados

por diferentes autores, lo que podria explicar las variaciones en los valores obtenidos. Estas

diferencias podrian deberse a factores como la variedad de té utilizada, las condiciones de

fermentacion, el tiempo de fermentacion, entre otros.



Proceso fermentativo de la Kombucha

Se realizaron graficos de dispersion de los variables: pH, grados brix y peso en
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humedo de la bebida fermentada, con el fin de determinar la correlacidon entre las variables

con respecto al paso del tiempo.

Figura 10 Diagramas de dispersion para la variable pH a distintas concentraciones de

sacarosa
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Los coeficientes de determinacién (Figura 10) revelan la relacion entre el tiempo y el
pH en las muestras de té negro y té de Jamaica fermentadas con diferentes
concentraciones de sacarosa. Estos coeficientes indican cuanta variabilidad en el pH puede
ser atribuida al tiempo, considerando las distintas condiciones de fermentacion.

Para el té negro (Figura 10A) con una concentracion de 10% sacarosa el 88,03% de
la variabilidad en el pH puede ser explicada por el tiempo. Para las concentraciones del
15% y 20% de sacarosa, estos porcentajes son 78,94% y 92,40%, respectivamente. Por
otro lado, en el caso del té de Jamaica (Figura 10B), se observa que el 91.41% de la
variabilidad en el pH es predicha por el tiempo para una concentracién del 10% de
sacarosa, mientras que para el 15% y 20% de sacarosa, los porcentajes disminuyen a
85.06% y 67.82%, respectivamente.

Dado que el valor de R? es positivo y cercano a 1 existe una alta correlacion entre
las variables, siendo esta correlacion inversamente proporcional. Es decir, a medida que
continda el proceso de fermentacion, el pH disminuye con el paso del tiempo hasta el punto
de corte, sin disminuir de un pH 2,50.

Para el té negro al momento de la inoculacion inicié con un pH de 6,18 + 0,06 con
una progresion rapida de disminucion hasta el dia 7 (pH = 4,66 + 0,59), y después una
disminucion lenta hasta el dia 30 (pH = 2,88 £ 0,07).

El pH del té de Jamaica es bastante acido desde un inicio con un valor de 3,43 +
0.086 sufriendo una disminucioén lenta del pH durante todo el proceso fermentativo, en el dia
7 el pH estuvo en 3,12 + 0,050 hasta llegar al dia 30 con un pH de 2,96 + 0,119.

El pH es un elemento fundamental en el proceso de fermentacion de la kombucha,
constituyéndose como un indicador clave del avance y la calidad del producto final
(Vazquez Morales, 2021). El cambio es bastante notorio a pesar de las distintas
concentraciones de sacarosa, esto se debe a la accion de las bacterias acido-lacticas
presentes en el SCOBY que convierten el alcohol transformado por las levaduras en
distintos &cidos los cuales reducen el pH de la mezcla hasta alcanzar el nivel de sabory

acidez deseado (Laureys et al., 2020).
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El valor de pH mas bajo aceptable no debe descender por debajo de 3, que es del
tracto digestivo, puesto que para su consumo no seria muy agradable (Villarreal Soto et al.,
2018). Ademas, se garantiza la seguridad alimentaria cuando el alimento alcanza un pH 4,6
ya que las bacterias dafiinas no podrian sobrevivir ni proliferar en esas condiciones
(Hammel et al., 2016). El valor de pH de la kombucha oscila entre 2,5y 3,5, un pH inferior a
2,5 indica un mayor agotamiento de sacarosa y la posibilidad de un aumento de las
concentraciones de etanol (Cohen et al., 2023).

Vazquez Morales, (2021) evalu6 el pH de distintas infusiones herbales incluidos el té
negro y flor de Jamaica obteniéndose datos consistentes a los encontrados en el presente
estudio, siendo también la flor de Jamaica la bebida con los valores mas bajos de pH. Dado
gue los valores de pH de las bebidas fermentadas no disminuyeron del rango minimo citado
en la bibliografia se considera que el proceso de fermentacion fue exitoso y que las
condiciones microbiolégicas se mantuvieron dentro de los limites aceptables para la

seguridad alimentaria.
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Figura 11 Diagramas de dispersion para la variable grados Brix a distintas concentraciones

de sacarosa
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Nota. Elaboracion propia

Los coeficientes de determinacién arrojados dentro del andlisis de los grados brix
con respecto al tiempo indican que para el té negro (Figura 11A) con una concentracion de
sacarosa del 10%, el 96.17% de la variabilidad en la variable dependiente es explicada por
la variable independiente. Para concentraciones del 15% y 20% de sacarosa, estos
porcentajes son del 98.34% y 97.25%, respectivamente. En el caso del té de Jamaica

(Figura 11B), con una concentracion del 10% de sacarosa, el 97.24% de los datos de pH
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son predichos por la variable independiente. Para concentraciones del 15% y 20% de
sacarosa, estos porcentajes son del 94.89% y 97.12%, respectivamente.

Se presenta una fuerte correlacion entre las variables, siendo inversamente
proporcional. Es decir, con el transcurso de los dias, los grados brix (concentracion de
solutos, principalmente sacarosa) disminuyen con el paso del tiempo hasta el punto de corte
de fermentacion.

Los resultados de los grados brix poseen una correlacion mas robusta en
comparacion con el pH, dado que los grados brix miden la cantidad de soluto presente en la
disolucién (en este caso sacarosa). La cantidad inicial vendra determinada por la
concentracion inicial con la que se realiz6 la inoculacién, se aprecia el consumo de la
sacarosa por parte de los microorganismos presenten en la bebida. Siendo similares la
disminucién de grados brix tanto en el té negro como en el de Flor de Jamaica a las
distintas concentraciones de sacarosa.

En cuanto a las mediciones especificas, para el té negro al 10% inici6é con una
cantidad de solutos disueltos de 9,17 g y terminé al dia 21 con una cantidad de 7,13 g con
un valor de 2,03 g de sacarosa consumida durante la fermentacién. Al 15% el consumo de
sacarosa fue de 2,23 g mientras que al 20% la cantidad de consumo fue 2,07 g. Para el té
de Jamaica al 10% inici6é con una cantidad de solutos disueltos de 8,93 g y terminé al dia 21
con una cantidad de 7,17 g con valor de 1,77 g de sacarosa consumida durante la
fermentacion. Al 15% el consumo de sacarosa fue de 2,07 g mientras que al 20% la
cantidad de consumo fue 1,07 g.

La Kombucha generalmente se prepara con una disolucion de 50 a 100 g de
sacarosa por litro de agua hirviendo (Laureys et al., 2020), lo que corresponde a las
concentraciones de 10% y 15% evaluadas en el presente estudio. A modo general, se
aprecia una disminucién paulatina de los grados brix, esta tendencia es consistente con los
estudios de (Cueva Ruano, 2019; Fernandez & Mufioz, 2022), donde los procesos de
fermentacion de las diferentes bebidas disminuyen los grados brix por el consumo de los

microorganismos.
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A su vez, se aprecia diferencias entre el té negro y el té de Jamaica, en todas las
concentraciones, esta diferencia se debe al pH del medio, dado que el té de Jamaica es
mas acido que el té negro, los microorganismos inoculados tuvieron que adaptarse al nuevo
pH del medio antes de consumir la sacarosa diluida presente en la solucion. Adicional, es
bastante conocido que al inicio del proceso las levaduras del consorcio primero hidrolizan la
sacarosa en glucosa y fructosa, lo que también explicaria su lento consumo (Dantas Coelho
et al., 2020). El género de Saccharomyces tiene preferencia por la glucosa y su rango de pH
optimo es de 4-5 aunque también es capaz de adaptarse a medios mas acidos (Aguilar
Uscanga et al., 2005; Dantas Coelho et al., 2020), mientras que el género de
Zygosaccharomyces tiene preferencia por la fructosa y es mas tolerante a la acidez siendo
capaz de crecer en pH hasta de 2,2 (Torres Palazzolo, 2015).

(Cohen et al., 2023) realizaron un estudio donde evaluaron el pH, grados brix y la
acidez titulable como variables para determinar el perfil sensorial del té, aunque en sus
resultados la medida de grados brix no variaron significativamente para el periodo evaluado
(11 dias); en el presente estudio se apreciaron resultados similares, con poca variacion
principalmente en la concentracién de 20% con el paso del tiempo, esto puede indicar que
las concentraciones iniciales de sacarosa excedieron las necesidades microbianas durante

el proceso de fermentacién (Cohen et al., 2023).
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Figura 12 Diagramas de dispersion para la variable Peso del biofilm a distintas
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Los andlisis de los coeficientes de determinacion revelan que, en el caso del té

negro (Figura 21A), con una concentracion del 10% de sacarosa, el 75.50% de la

variabilidad en los grados brix puede ser predicha por el tiempo. Para concentraciones del

15% y 20% de sacarosa, estos porcentajes son del 80.12% y 81.36%, respectivamente. En

cuanto al té de Jamaica (Figura 21B), a una concentracion del 10% de sacarosa, el 74.89%

de los datos de pH son predichos por el tiempo. Para concentraciones del 15% y 20% de

sacarosa, estos porcentajes son del 86% y 81.81%, respectivamente.
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Estos resultados indican una fuerte correlacion entre las variables, siendo esta
correlacion directamente proporcional. Es decir, a medida que avanza el proceso de
fermentacion, la produccién de biofilm aumenta con el tiempo hasta alcanzar un punto
critico.

La medicion del peso del biofilm producido se tom6 desde el dia 7, donde se aprecié
una cantidad considerable para medir. La progresion de biofilm producido fue lenta en un
inicio (dias 0 al 7), y fue aumentando paulatinamente cada 7 dias tanto para la infusion de té
negro como para la de Jamaica, para la Ultima semana (dias 21 al 30) la cantidad de biofilm
producida se mantiene relativamente constante. De todas las concentraciones de sacarosa
en el té negro al 20% se obtuvo los mejores resultados, obteniéndose 14,22 g/L al dia 30,
mientras que, en el té de Jamaica, la mejor produccion se obtuvo al 15% con 20,88 g/L
producidos a los 30 dias.

Estos resultados son congruentes con estudios similares. Por ejemplo, (Garcia
Loor, 2022) realiz6 el peso de la celulosa bacteriana obtenida de kombucha de té negro y
otros sustratos a partir del dia 11 con mediciones en el dia 17 y 24 en un volumen de 3 L de
produccién obteniendo 89,50 g al dia de corte. (Hamed et al., 2022) y tuvieron el mayor
rendimiento de crecimiento con 0,2% de té negro y 6,0% de sacarosa con resultados de
47,7% y 46,1% respectivamente.

Caracteristicas fisicas de la celulosa

Las caracteristicas fisicas de la celulosa obtenida se presentan en la tabla X. Dado
gue la fermentacion se produjo en frascos pequefios en un 1L de volumen (ver anexos), las
dimensiones de la kombucha adquieren principalmente la forma del recipiente, es decir, un
circulo.

La masa final de la celulosa escogida fue de 0,96 g con un espesor de 0,04 cm y un
radio de 3,3 cm. La densidad de la celulosa fue de 0,7015 g/cm? siendo relativamente baja,

un indicio de que la celulosa obtenida presenta una estructura porosa y ligera.
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Tabla 19 Caracteristicas fisicas de la celulosa obtenida

Dimensiones

Radio 3,3 Cm
Masa 0,96 G
Espesor 0,04 Cm
Volumen 1,368 cm?
Densidad 0,7015 g/cm?®

Nota. Elaboracion propia
Caracteristicas del bioplastico y papel

De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 21, la densidad segun la norma
ISO 534:2011 para papel y carton, la densidad tipica para papeles de escritura e impresion
oscila entre 0.6 y 1.2 g/cm3. Los valores de densidad obtenidos para el papel de té negro
(0.730 g/cm?) y té de Jamaica (0.836 g/cm3) se encuentran dentro del rango establecido por
la norma.

Para los bioplasticos, no existe una norma especifica ampliamente aceptada. Sin
embargo, los valores de densidad obtenidos (1.000 g/cm? para té negro y 1.030 g/cm? para
té de Jamaica) se encuentran dentro del rango tipico para bioplasticos y polimeros naturales,
gue suele estar entre 0.5y 1.5 g/cm?3 (Jamshidian et al., 2010).

La dureza, es una propiedad relevante para aplicaciones donde se requiere
resistencia a la deformacion y al rayado, y aungque no se encontraron normas especificas que
establezcan valores minimos de dureza para papel o bioplasticos. Los valores de dureza
obtenidos (0.148-0.172 kg/cm?) son coherentes con los rangos esperados para materiales

poliméricos naturales y bioplasticos (Auras et al., 2004).
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Tabla 20 Andlisis del bioplastico y papel obtenido de la kombucha considerando el tipo de té

Bioplastico Papel

Té Te de Té Té de
Dimensiones Unidad

negro Jamaica negro Jamaica

Ancho 8 8 8 8 Cm
Largo 12 12 12 12 Cm
Masa 6.72 6.43 6.31 6.82 G
Espesor 0.07 0.065 0.09 0.085 Cm
Volumen 6.72 6.24 8.64 8.16 cm3
Densidad 1.000 1.030 0.730 0.836 g/cm3
Dureza 0.168 0.172 0.148 0.164 kg/cm2

Nota. Elaboracién propia

Los valores de densidad y dureza obtenidos tanto para el bioplastico como para el
papel se encuentran dentro de los rangos tipicos y cumplen con los estandares minimos
aplicables. Sin embargo, es importante considerar otras propiedades relevantes, como la
resistencia mecanica, la permeabilidad, la biodegradabilidad y la estabilidad térmica, segun
los requisitos especificos de la aplicacion prevista.

Los valores de elasticidad reportados (tabla 21) para los bioplasticos de kombucha
(0.587-0.674 GPa) son consistentes con los rangos tipicos para biopolimeros y materiales
celulésicos. Segun Azeredo et al. (2019), los bioplasticos a base de celulosa suelen tener
moddulos de elasticidad entre 0.2 y 10 GPa, dependiendo de su cristalinidad y orientacion de
las fibras (Azeredo et al.,2019).

La solubilidad limitada observada en los bioplasticos y papeles de kombucha es una
caracteristica deseable para aplicaciones de envasado y recubrimiento. Segun Villarreal-Soto
etal. (2018), la celulosa bacteriana producida por el cultivo de kombucha es insoluble en agua
y la mayoria de los disolventes orgénicos, lo que le confiere una excelente resistencia a la

degradacién en medios acuosos.
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Los valores de humedad reportados (10.65-11.54%) son similares a los encontrados
en otros estudios con bioplasticos de celulosa bacteriana. Esa et al. (2014) reportaron
humedades entre 10-12% para peliculas de celulosa bacteriana de Gluconacetobacter
xylinus.

Los valores de pH ligeramente &cidos (5.43-6.45) son caracteristicos de los
bioplasticos y papeles de kombucha, debido a la presencia de acidos organicos producidos
durante la fermentacion. Segun Jayabalan et al. (2014), los principales acidos presentes en

la kombucha son el acido acético, gluconico y lactico, los cuales contribuyen a su pH acido.
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Capitulo IV

Conclusiones

Se obtuvo y se caracteriz6 fisicamente la celulosa producida por la fermentacién de
kombucha a partir de té negro y Flor de Jamaica a distintas concentraciones (5%, 10% y
15%), determinandose que la produccion de celulosa esta influenciada por el tipo de té con
el que se realice y la cantidad de sustrato inicial, por lo que se acepta la hip6tesis alternativa
para el factor A y factor B, asi como en la interaccion A*B, ya que influyen en la obtencién
de la celulosa deseada.

Tipo de té

En relacion con el factor A, que corresponde al tipo de té utilizado, se evidencié una
notable influencia en las variables analizadas, incluyendo el pH, los grados Brix y el
porcentaje de humedad. Especificamente, se observé que el té de Jamaica exhibié un pH
mas &cido después de 30 dias de fermentacion en comparacion con el té negro. Ademas,
se constaté un mayor consumo de sacarosa en el té de Jamaica en contraste con el té
negro, lo cual se reflejé en una diferencia significativa en los grados Brix. Asimismo, el té de
Jamaica mostr6 un porcentaje de humedad superior en relacién con el té negro. Estos
resultados subrayan la importancia del tipo de té en la composicion y caracteristicas finales
de la bebida fermentada, destacando diferencias significativas en el proceso de
fermentacion y en los atributos organolépticos del producto.

Tipo de concentraciones

Con respecto al factor B, concentracion de sacarosa, se evidencié una gran
influencia en las variables analizadas de pH, grados brix y porcentaje de humedad. A una
mayor concentracion de sacarosa (20 %) se obtiene menor porcentaje de humedad en las
muestras, por lo que se infiere que la celulosa obtenida es menos poroso y delgada. Sobre
el pH se aprecid que las concentraciones mas altas de sacarosa resultan en un pH mas
bajo en el producto final de kombucha. Este fenbmeno esta en linea con la produccién de

acidos organicos durante la fermentacion, lo que contribuye a la acidificacion del medio y a
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la disminucién del pH. Finalmente, sobre los grados brix, se observa que la concentracion
de sacarosa en el medio de cultivo esta directamente relacionada con el contenido de
sélidos solubles en la bebida fermentada. A medida que aumenta la concentracion de
sacarosa, se incrementa el contenido de solidos solubles, lo cual es coherente con la
relacion entre la concentracion de sacarosa y la presencia de azucares solubles en la
solucion.

Interacciones

Con respecto a los tratamientos de kombucha con diferentes variedades de té y
concentraciones de sacarosa revelan diferencias significativas en cuanto a la humedad, el
pH y los grados Brix, lo que sugiere distintas caracteristicas y calidad en el producto final.
En términos de humedad, se observa que el tratamiento con té Jamaica y 20% de sacarosa
exhibié el nivel mas alto, indicando una mayor retenciéon de agua en comparacion con otros
tratamientos. Por otro lado, el tratamiento con té negro al 20% mostré el nivel mas bajo de
humedad, lo que sugiere una menor cantidad de agua en la muestra. Estas variaciones en
la humedad entre los tratamientos pueden tener implicaciones importantes para el
procesamiento y la conservacion del producto.

Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con respecto al pH,
siendo el tratamiento de té Jamaica y 20% de sacarosa el que mostré el nivel mas alto y el
tratamiento de té Jamaica y 10% exhibiendo el pH mas bajo. Estas variaciones sugieren
una influencia significativa de la composicidon quimica en la acidez o alcalinidad del producto
final, lo que podria afectar su perfil de sabor y calidad. No obstante, ninguno de los
tratamientos estuvo por debajo del limite (2,5), valor que se encuentra dentro de la
normativa INEN para bebidas no carbonatadas. Por ultimo, en relacién con los grados Brix,
se observaron discrepancias significativas entre los tratamientos, con el tratamiento de té
Jamaica y 20% de sacarosa mostrando el nivel mas elevado y el tratamiento de té negroy
10% exhibiendo el nivel més bajo. Estas diferencias reflejan variaciones importantes en la
concentracion de compuestos solubles, lo que podria influir en el sabor y la calidad del

producto final.
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Correlacion del tiempo con el comportamiento de las variables

Los andlisis detallados de las variables clave en la fermentacion de kombucha,
teniendo en cuenta tanto el tipo de té como la concentraciéon de sacarosa, arrojan resultados
significativos que delinean la progresion de la fermentacion y sus implicaciones en la calidad
del producto final. En cuanto al pH, se evidenci6 una correlacion inversamente proporcional
con el tiempo en ambas variedades de té y todas las concentraciones de sacarosa
evaluadas. Por ejemplo, el té de Jamaica, con su caracteristico pH inicial mas acido, mostré
una disminucion mas lenta en comparacion con el té negro. Durante la fermentacion, el pH
del té negro disminuyé desde un valor inicial de 6,18 + 0,06 hasta 2,88 + 0,07 en el dia 30,
mientras que el pH del té de Jamaica disminuy6 de 3,43 + 0,086 a 2,96 + 0,119 en el mismo
periodo.

Por otro lado, los grados Brix, que reflejan la concentracién de solutos en la solucién,
exhibieron una fuerte correlacién directamente proporcional con el tiempo. Se observé una
disminucién constante en los grados Brix a medida que avanzaba la fermentacion, lo que
indica un consumo gradual de sacarosa por parte de los microorganismos presentes en la
bebida. Por ejemplo, para el té negro al 10% de sacarosa, la cantidad de sacarosa
consumida durante la fermentacion fue de 2,03 g, mientras que para el té de Jamaica al
10%, la cantidad fue de 1,77 g.

En cuanto al peso del biofilm producido, se registré un aumento gradual a lo largo
del tiempo, con una produccion maxima generalmente alcanzada hacia el dia 30 de
fermentacion. Las concentraciones de sacarosa y el tipo de té influyeron en la cantidad y
calidad del biofilm producido. Por ejemplo, para el té de Jamaica, la mejor produccion se
obtuvo al 15% de sacarosa, con 20,88 g/L producidos a los 30 dias.

Caracteristicas del papel y bioplastico.

Dentro de las caracteristicas fisicas de la celulosa producida, se aprecié una
densidad inferior a la del agua 0,7015 g/cm?® un indicio de que la celulosa obtenida puede
presentar una estructura porosa y ligera, caracteristicas deseables en diversas industrias.

Ademas, la laminilla fue bastante delgada (espesor de 0,04 cm) con un diametro de 3,3 cm.
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Se logré obtener dos productos biodegradables a partir de la celulosa de la
kombucha: papel y bioplastico. Los valores de densidad obtenidos para el papel de té negro
(0.730 g/cm3) y té de Jamaica (0.836 g/cm?3) se encuentran dentro del rango establecido por
la norma, lo que demuestra su aplicacién para la produccion de papel. En cuanto al
bioplastico; los valores de densidad, dureza y elasticidad obtenidos se encuentran dentro de
los rangos tipicos y cumplen con los estandares minimos aplicables, siendo estos
paradmetros importantes para la durabilidad y uso cotidiano que se espera como envases.

los resultados obtenidos para la densidad, dureza, elasticidad, solubilidad, humedad
y pH de los bioplasticos y papeles de kombucha estan en linea con los estandares y
caracteristicas esperadas para estos materiales.

Tanto la densidad del papel (0.730 g/cm3 para té negro y 0.836 g/cm? para té de
Jamaica) como la de los bioplasticos (1.000 g/cm3 para té negro y 1.030 g/cm3 para té de
Jamaica) se encuentran dentro de los rangos tipicos establecidos para papeles y
bioplasticos naturales. Asimismo, los valores de dureza (0.148-0.172 kg/cm?2) son
coherentes con los esperados para materiales poliméricos naturales y bioplasticos.

En cuanto a la elasticidad, los bioplasticos de kombucha exhiben valores (0.587-
0.674 GPa) que se sitian dentro de los rangos tipicos para biopolimeros y materiales
celulésicos, segun estudios previos.

La solubilidad limitada en agua y la resistencia a la degradacién en medios acuosos
son caracteristicas deseables para aplicaciones de envasado y recubrimiento, y los
bioplasticos y papeles de kombucha muestran esta propiedad, siendo insolubles en agua y
la mayoria de los disolventes organicos.

Los valores de humedad (10.65-11.54%) y pH ligeramente acidos (5.43-6.45) son
consistentes con los encontrados en otros estudios sobre bioplasticos de celulosa
bacteriana, lo que indica una fermentacion adecuada y una composicion quimica
caracteristica de la kombucha.

En conjunto, estos resultados respaldan la viabilidad y versatilidad de los

bioplasticos y papeles de kombucha como alternativas sostenibles y funcionales en diversas



81

aplicaciones, desde envasado hasta recubrimiento, manteniendo estandares de calidad y

caracteristicas adecuadas para su uso en la industria.

Recomendaciones

Tipo de Té

Los resultados sugieren que el tipo de té utilizado influye significativamente en las
caracteristicas finales de la bebida fermentada. Se recomienda considerar cuidadosamente
la eleccion del tipo de té segun las preferencias organolépticas deseadas y las
especificaciones del producto final. Ademas, es importante realizar pruebas y ajustes en
funcién del tipo de té seleccionado para optimizar el proceso de fermentacion y garantizar la
calidad del producto.

Tipo de Concentraciones

La concentracion de sacarosa en la solucion de fermentacion tiene un impacto
directo en el contenido de solidos solubles, el pH y la humedad del producto final. Se
sugiere realizar evaluaciones detalladas para determinar la concentracion éptima de
sacarosa que maximice la calidad y las caracteristicas deseadas del producto. Ademas, es
importante tener en cuenta las preferencias del mercado y las regulaciones aplicables al
seleccionar la concentracion de sacarosa adecuada para la produccién de kombucha.

Interacciones

Las interacciones entre el tipo de té y la concentracion de sacarosa pueden afectar
significativamente las caracteristicas finales del producto. Se recomienda realizar un analisis
exhaustivo de estas interacciones para comprender mejor como afectan la calidad y las
propiedades de la bebida fermentada. Esto puede requerir ajustes especificos en el proceso
de fermentacién para optimizar la produccion y satisfacer los requisitos del mercado.

Correlacién del Tiempo con el Comportamiento de las Variables

La correlacién entre el tiempo y el comportamiento de las variables clave, como el

pH y los grados Brix, es fundamental para comprender la progresién de la fermentacion y
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garantizar la consistencia en la calidad del producto. Se recomienda monitorear
cuidadosamente estas variables durante todo el proceso de fermentacion y realizar ajustes
segun sea necesario para mantener los estandares de calidad y cumplir con las
especificaciones del producto final.

Caracteristicas del Papel y Bioplastico

Los resultados obtenidos indican que el papel y el bioplastico derivado de la celulosa
de kombucha cumplen con los estandares y caracteristicas esperadas para estos
materiales. Se sugiere explorar ain mas el potencial de estos materiales en aplicaciones
especificas, como envasado y recubrimiento, teniendo en cuenta su densidad, dureza,
elasticidad, solubilidad, humedad y pH. Ademas, es importante continuar investigando y
desarrollando nuevas tecnologias y procesos para mejorar la viabilidad y versatilidad de

estos materiales en diversas industrias.
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