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INTRODUCCION

Es una bebida fermentada a base de especies vegetales y

Kombucha . .
. . sustratos (sacarosa) los cuales confieren su sabor Su origen
(Medusomyces givesi) -

caracteristico.

P

e Vitaminas B, C, D,

. E K
Contiene |:> A -
e Acidos organicos
e Minerales: Fe, Mn,

Zn.

Manchuria

Propiedades

L

Contiene una biopelicula
de celulosa conocida como

e Desintoxicantes
SCOBY. e Probicticas
e Energizantes
Simbiotic Colony * Digestivas
of Bacteria and
yeast

®ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
ecuianca INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




OBJETIVOS

Objetivo General

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

Objetivos Especificos

Aislar microorganismos presentes en las dos variedades de SCOBY de Kombucha (Medusomyces gisevi)
desarrolladas a partir de té negro (Camellia sinensis) y guayusa (llex guayusa).

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

Evaluar la actividad microbiana de las bacterias acido lacticas obtenidas en el SCOBY de Kombucha frente a
microorganismos.

Observar el crecimiento de distintos microorganismos mediante pruebas de deteccion conocidas como petrifilm para

bacterias aerobias, mohos y levaduras.
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HIPOTESIS

Hipotesis Nula Hipotesis Alternativa
> No existe presencia de bacterias acido > Si existe presencia de bacterias acido
lacticas en SCOBY de lacticas en SCOBY de Kombucha.
Kombucha.
> Hay inhibicién de microorganismos
> No hay inhibicion de microorganismos patdégenos.
patdgenos.

> Sihay presencia de bacterias aerobias.
> No existe presencia de bacterias aerobias.
> Si hay presencia de mohos y levaduras.

> No existe presencia de mohos y levaduras.
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MATERIALES Y METODOS

Figura 3 Ubicacion geografica donde se realiz6 la investigacion
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MATERIALES Y METODOS

Diseino Experimental

Factores y Niveles del experimento:

Diseino A*B

Tratamientos a comparar:

>

>

Parametros
Fisico-quimicos
Petrifilm

Factores Niveles Tratamiento Interaccion Combinacion
Kombucha (SCOBY) tipo | A0 T1 A0BO Kombucha tipo I+ té negro
A
() ™ AOB1 Kombucha tipo | + té de
Komucha (SCOBY) tipo I A1 guayusa
A
*) T3 A1B0 Kombucha tipo 11+ té negro
BO: té negro ik o g
+
Especies vegetales (B) B1: Guayusa T4 A1B1 o ucqja;,;:’osa gis
Tipo de di§eﬁo Repeticiones Unidades Analisis funcional
Modelq factorial (2x2) Cinco repeticiones por |— Experimentales Prueba de significancia de
conducido en D.B.C.A. cuatro tratamiento 20 Tukey al 5% (p < 0.05)
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion del té de Kombucha

_ —AE g
Preparacion de

Infusiones de
infusiones especies vegetales

4

Muestras de té listas para fermentacion

& { ~
Sellado de muestras de
té

Muestras selladas y cubiertas de
exposicion a luz

PE
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MATERIALES Y METODOS

_ ((VlNl) 10)

Pruebas fisicoquimicas 72

> Determinacion de

sélidos solubles > Acidez titulable
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MATERIALES Y METODOS

Siembra y aislamiento de microorganismos

=
Dispensacion de medio

Siembade

Preparacion de
medio microorganismos microorganismos

Adquisicion de

@ =
" e e =
Rotulado y sellado de Repique de Aislado de Muestras obtenidas
muestras microorganismos microorganismos
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MATERIALES Y METODOS

Identificacion microbiolégica

Tinciéon Gram Muestra tenida

- P
S
Adquisicion de
muestra

Prueba de catalasa
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MATERIALES Y METODOS

Siembra en petrifilm y conteo de UFC de microorganismos

e .. Mohos y levaduras
Bacterias acido 7

lacticas

Aplicacioén de
Muestra de tratamientos Agua peptona muestra
microbiana

e

Conteo de UFC

Crecimiento de UFC Bacterias aerobias
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RESULTADOS

Factor A (Tipo de Kombucha) con Factor A (Tipo de Kombucha) con
parametros (pH, acidez y grados Brix) en el parametros (pH, acidez y grados Brix) en el
dia 3 dia 5
B = 358 A —( 354
a2 I 3.51 o —— 3.50
36 3 2L - -
———— e
34 L 59
33 32
B Sien e C0.003719 )
0.0048 T 0.0046 :
g,gg:; 0.003908 0.003927 \ 0:0042
w 0.0040 © 0.0038 - L —
§ a0 ——— == o E——
000 0.0030 _
0.0030 w— 4 0.0026 gt —
00058 : i
165 14.58 c T - i
° s s ==
:ig —— 146 14.27
x 144 =
s _— g
125 138
120 —_— 136 = L
115 13.4
Tipo 1 Tipo 2 Tipo 1 Tipo 2
Tipo de Kombucha Tipo de Kombucha
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Factor A (Tipo de Kombucha) con parametros
(pH, acidez y grados Brix) en el dia 7

Vazquez (2021) menciona que cada tipo de
Kombucha, esta relacionada con el proceso de

L ——— fermentacion y la actividad metabdlica de los
37 : 3.45 microorganismos.
36
I 3s }:] 1
34
33 U N N N—
32
0.013 , .z
B o012 —— Segun Jakubczyk et al. (2020) la reduccion del pH
0010 se debe a la dominancia del 4cido acético en la
N 0.009 e
£ 0008 % —— fermentacion.
< 0.007
0.006
0.005 i ———
0.004
0.003
e 13.63 a0 > ——)
C 16
. :: % Granda & Estupifian (2019) destacan que el
- —_— :
i pH no debe ser menor que 3 ya que causaria
12 — dano al tracto digestivo.
" Tipo 1 Tipo 2

Tipo de Kombucha
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Acidez en Factor A (Tipo de Kombucha) para
los dias 3,5y 7

Segun Guzman (2021) los cambios de acidez en Kombucha se
deben a las poblaciones microbianas, lo cual explica el cambio a
partir del dia 5.

Livisaca (2021) indica que cuando hay presencia de levaduras se da la
transformacion de sacarosa en alcohol y este es convertido en acido
aceético por accion de bacterias.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Segun Solis & Zambrano (2021)
los grados Brix se obtienen por la
cantidad de sdlidos disueltos en
el medio.

Jakubczyk et al. (2020)

Grados Brix en : : .
mencionan que a partir del dia

Factor A (T'po de 7 se da un cambio de dominio
K’OmbUCha) para los de levaduras a BAL, lo cual
dias 3,5y 7 incide en los grados Brix.

Livisaca (2021) menciona que las levaduras

tienen especial especificidad por la sacarosa
y su consumo tiene influencia en los grados

brix del medio.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Factor B (Tipo de especie vegetal) con parametros
(pH, acidez y grados Brix) eneldia3y 5

39

A
A 33 3.58 B 3.54
38 3.51 —— : 3.50 e
37
37
36 T 36
' 5 R
i 35
3.4 ‘ 34
33 33 &
- 0 o?)gs
B " 0.003643
: R 0.003799 ) 0.004036 0.0050 S J
0.0042 0.0045 0.003388
s ¥ 0.0040
. B —_— 3 o008 —
e .
0.0034 . e ‘
Lot s — 0.0025 ——
0.0026 0.0020
C: [ J8S 1435 c 182 14.28 2
16.0 13.81 15.0 ———— = 14.33
155 _— 148
15.0 i
1as — 144 —
£ 140 —_— & 142 — [ ]
135 14.0
13.0 138
125 SR ]
—_l 136 S—
:fg b 134 -
TéNegm Guayusa Té Negro Guayus

Tipo de medio

Tipo de medio
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Factor B (Tipo de especie vegetal) con parametros
(pH, acidez y grados Brix) en el dia 7

A 39
38
37
36
35
34
33
32

B 0013
0.012
0.011
0.010
0.009
0.008
0.007
0.008

3

Aode:

0.005
0.004
0.003

17
16
15
14
13
12

Brix

1"

3.47

N

0.005989

Eam—
S
S —
—— ——

Té Negro

Tipo de medio

Guayusa

pH en Factor B

Los valores obtenidos se semejan con los de
Moya (2020) tanto para el té negro como para
guayusa ensus dias 3y 7.

Morales (2014) menciona que la diferencia de pH
se atribuye a la cantidad de fenolasas que posee
el té negro; ya que trabajan sobre la oxidacion de
polifenoles.

Esto explica la ligera variacion entre el pH de la
Kombucha con té negro frente al pH de la bebida
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Acidez en Factor B (Tipo de especie vegetal)
paralos dias 3,5y 7

Los valores obtenidos al corte de la fermentacion son
distintos a los planteados por Moya (2020) de 0.14 y
0.51 para té negro y para guayusa de 0.09y 0.32.

Grados Brix en Factor A
(Tipo de Kombucha) para

losdias 3,5y 7

El valor obtenido en el té negro se
relaciona al obtenido por Moya (2020).

Las diferencias en los grados Brix se debe
a fracciones de sacarosa que aun no se
han hidrolizado esto de acuerdo a lo
planteado por Novillo (2021)

g

=0y
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Interaccion A*Beneldia3y5

A 278 : A 370
370 3.65
368 3.60
- 260 T35 351 357
358 3.54 e 350 = R
550 f{ 345
;::3 . g;g - Tipo de Kombucha
338 4= Tipo de Kombucha Ténegm Guayusa TfDO 1
Té negro Guayus s Tipo 1 ; _ %= Tipo de Kombucha
B S 4= Tipo de Kombucha Tipo de medio Tipo 2
Tinn 2
0.0043 v
0.0042 90
0.0041 0.004022 0.0042 0.004253 D
N 0.0040 - 0.004050 il
g 0.0039 3 00031 5003590
ggggg C0.003794 ) < 0.0034
C 0.003804 )
0.0030 0 003186 (_0.003033 )
g gggg =+ :Ipo de Kombucha 0063 3= Tipo de Kombucha
n ipo 1 ’ . Tipo 1
T N
nnegre S0 eA 4= Tipo de Kombucha To s Quayom =¥ Tipo de Kombucha
Tipo de medio Tipo 2 Tipo de medio Tipo 2
c ©
16.0
1858 149
150 C15.04 ) 157
x 148 14.12 /{ . 145 (1444 1456 O
@ 140 & 143
138 1350 T T (13.66 ) :;; 14.12 14.10
::g L = Tipo de Kombucha 137 x I'” ‘:e Kombeche
: . Tipo 1 Té po
Té negro Guayusa Tip: LA D peaw Guayusa =¥~ Tipo de Kombucha
=& Tip Tipo de medio T
Tipo de medio Tipo 2 ipo2
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Interaccion A*B en el dia 7

pH en Interaccion A*B

Los valores de pH obtenidos en las interacciones
con Kombucha tipo 1 se encuentran dentro del
rango de valores de pH optimo de 3.5 a 4.5 que
sugiere Bustillos (2011).

Livisaca (2021) senala que la Kombucha a un pH
de 3.5 se la embotella y refrigera o se continua
con una segunda fermentacién con pulpas de
fruta.

I
a

Brix

365 3.51
385 3.54
: = =
3.45 [ —
3.35 3.41 I
3.25 == Tipo de Kombucha
: Teo 1
T o =3~ Tipo de Kombucha
Tipo de medio Tipo 2
0011 0.010051
0.010 -
0.009 —_—
0.008 0.006666 =
0.007 I 0.007322
hopoe 0.005312 ]
0.004 =~ Tipo de Kombucha
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T G
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Tipo de medio Tipo 2
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13.0 ~} 1300
::223 =¥ Tipo de Kombucha
» : Tipo 1
Ténegmn Guayusa 5= Tipo de Kombuche
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Acidez en Interaccion A x B para los dias 3,5y 7

La interaccién de Kombucha tipo 1 con té negro es mas
acida, esto gracias a la produccion de acidos organicos hasta
eldia7.

De acuerdo a Suhre (2020) son los acidos gluconico y
acético los que confieren el sabor mas acido y astringente en
la Kombucha.

Grados Brix en Interaccion A x B
paralos dias 3,5y 7

Se obtuvo menor valor de grados Brix en la
interaccion de Kombucha tipo 2 con
guayusa (13) para el dia 7.

Segun la norma INEN 2304:2017:-04 el
valor maximo para este tipo de bebida es
hasta los 15° Brix para el consumo humano
(INEN, 2017).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Interaccion A x B

Se identifica los tres componentes
principales encontrados:

Donde:
e Elcomponente 1 aporta a la
reduccion 42.6%.
e El componente 2 aporta

Autovalor

25.30%.
e El componente 3 aporta
13.82 %
1 2 E 4 5 5 7 8 E e Explica el 81.72% del total
Numero de componente del experimento en un

grafico tridimensional
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Analisis de componentes principales

pH  Acidez pH Acidez pH  Acidez Brix  Brx  Brix
dia3 dia3 dia5 dia5 dia7 dia7 dia3 dia5 dia7

pHdia3 [1.000 -058 (B73) -316 (673) -029 -139 282 127 e
Acidezdia | -058 [ 1000  -268 180  -207 453 346 -085 -223 & g
; .
pHdia 5 -268 (10000 -220 809 -087 -222 263 126 g
Acidezdia | -316 180  -229 | 1000  -001 498 -656 -.876 g
S E
pH dia 7 -207 809  -001 [ 4000 -154 -424 145 007 8§ s
Acidezdia | -020 453 -037 154 | 11000 245 701
7
Brixdia3 | -139 346  -222 498  -424 1000 -275 -573 - - e
Brixdia5 | 282 -085 263 -656 145  -245 -275 [4.000 599 ® % o5 oy e ° 7 -
Bixdia7 | 127 -223 126 -876 007 -701 -573 509 |1.000 Componente 4 comp%"““
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Bacterias aerobias 3

Factor A (Tipos de Kombucha) para UFC de bacterias aerobias

12E5

1E5 —
60000 il
40000
0
-20000 -
-40000 .
Tipo 1 Tipo 2

Factor A

Los resultados se asemejan a lo
reportado por Morales (2014).

Bacterias aerobias 5

1.2E5

1ES

80000

60000

40000

20000

-20000

-40000

3500

3000

2500

2000

——

~
s 1500
2
g
s
& 1000
-]
s
§ 500
[+2]
0
-500
31813 =y

-1500

Tipo1

Factor A

Tipo 1 Tipo 2
Factor A

Watawana et al. (2015) mencionan
que la reduccion de las poblaciones
de microorganismo aerobios esta
relacionado con el nivel de acidez.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Mohos y levaduras 3

Factor A (Tipos de Kombucha) para UFC de mohos y levaduras

24000
22000
20000
18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000
0
-2000
-4000
-6000

8425

593

Tipo 1 Tipo 2
Factor A

Morales (2014) encontré

valores similares en el dia 7.

Mohos y levaduras5

16000

14000

12000

10000

8000

6000

4000

2000

-2000

-4000

( 5505 )

550

Factor A

Tipo 2

Mohos y levaduras 7

N—

2500

2000 556

1500 i

1000

0

500 —
-1000 |
-1500

3000 90!

Tipo 1 Tipo 2
Factor A

Tan et al. (2020) mencionan
que la reduccién de azucar es
por la presencia de levaduras.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Factor B (Tipo de especie vegetal) para UFC bacterias aerobias

12€5
s
36620 ==
1€5 — 2500

80000 ( 25480 ) 2000

~
8 1500
5
=]

o 60000
8

8 5
8 © 1000

g o}

» 40000 5]

s @

% E

& 20000 0

-500

-1000 um— N

-20000
—L e 1E5 35250 -1500

S T gro Guayl
Té negro s Guayusa 30000 Factor B
60000 I
é 40000 .
Los resultados no se diferencian de | — Segun el Instituto Danone
lo reportado por Morales (2014). 2 (2020) explica que la
0 fermentacién a través de las
000 - . bacterias acido lacticas.

-40000
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Factor B (Tipo de especie vegetal) para UFC de mohos y levaduras

25000 7280 2400 { )

\ 1456 )
—_— 2200 —
20000 -
o Instituto Danone 1600
: 1600
: (2(_)20) menciona la - ——
g existencia de BAL y £ 1200
£ s levaduras e
] ’ - 600 ==
400
5000 16000 @ 200 @
I 14000 = 0 —
10000 Té negro Guayusa 12000 20 Té negro Guay
Factor B Factor B

10000

8000

e Granda & Estupifian (2019) - 4000 &I
Kombucha a base de guayusa. 2000 g
e Morales (2014) - Kombucha a ;
base de té negro. o

Mohos y levaduras 5

-4000

-6000
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Bacterias aerobias 3

Interacciones Ax B
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Bacterias aerobias 5
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Bacterias aerobias 7
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Mohos y levaduras 3
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Mohos y levaduras 5

Interacciones Ax B
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Mohos y levaduras 7
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Interacciones A x B

Instituto Danone (2020) por lo general entre los 8 a 10 dias de fermentacion del té, la concentracion entre bacterias y
levaduras alcanza un total entre 104 y 106 UFC/mI, donde las bacterias poseen una menor concentracion.

Rango en el cual, no se encuentran los tratamientos, sin embargo,
se explicarian los resultados obtenidos en AOBO, AOB1 y A1B1.

Conforme a Tan et al. (2020) del Reglamento 39 sobre el Estandar Microbioldgico perteneciente al Reglamento de Alimentos de
1985, el nivel maximo de recuento total en placa de microorganismos debe ser igual o inferior a 10° UFC/ml para alimentos.

Se considera que todos los tratamientos estan dentro del
rango sugerido.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Identificacion microbiolégica

Dia 3 Dia 5

A0BO

e  Gram positivo
e Catalasa positiva
e Oxidasa negativa

)

Dia 7
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Identificacion microbiolégica

Conforme al estudio de Villarreal et
al. (2018) algunas de las especies
que poseen estas caracteristicas
son las levaduras

Brettanomyces bruxellensis,
Schizoaccharomyces pombe

Chakravorty et al. (2016)
mencionan que se han
identificado géneros como

Zygosaccharomces, Candida,
Kloeckera, Torulaspora, Pichia,
Saccharomyces, Lachancea,
Saccharomycoies,
Schizosaccharmyces y
Kluyveromyces

Tran et al. (2020) expresan que, las
bacterias acido acéticas pueden
estimular la produccion de etanol a
través de las levaduras

Morales (2014) hace referencia a
una capa de red celuldsica.
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CONCLUSIONES

Disefio A x B pH
Factor A El pH no vario, debido a la composicion microbiana y debido a que no existe una
(Tipo de Kombucha) cantidad elevada de microorganismos en los dias iniciales.

Se evidencid que el pH no tuvo mayor disminucién, debido a que no se dio una
Factor B transformacion completa de los componentes quimicos que contiene cada especie
(Especies Vegetales) vegetal, ya que estas influyen para la reduccion de este parametro en este tipo
bebidas fermentadas.

El té negro y té de guayusa con Kombucha tipo | son las mas apropiadas para el
consumo humano, ya que presentaron niveles de pH acordes a la normativa.

Interaccion A*B

g FESPE
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CONCLUSIONES

Disefio Ax B acidez

Los tipos de composicion microbiana no fue tan distinta en los tipos de Kombucha,
debido a que en los primeros dias de fermentacién no existe un desarrollo total del
recuento microbiano.

Factor A
(Tipo de Kombucha)

Factor B La acidez vario en los dias de fermentacion analizados, ya que es inversamente
(Especies Vegetales) proporcional a la reducciéon de pH como el tiempo de fermentacion.

La Kombucha tipo | en combinacion con té negro proporciona un valor de acidez mas
bajo en comparacion a la Kombucha tipo |l con té de guayusa,

Interaccion A*B

g) ESPE
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CONCLUSIONES

Disefio Ax B brix

La Kombucha tipo | es la mas apta para el desarrollo bacteriano, ya que al tener una
mejor sintesis del sustrato, decae el desarrollo de otro tipo de microorganismo en el
transcurso del tiempo, lo cual conduce a tener una mejor acidez.

Factor A
(Tipo de Kombucha)

Se dio menor cantidad en el té de guayusa, por lo tanto, se puede mencionar, que en
este tipo de té existi6 menos cantidad de sacarosa y componentes disueltos por el
proceso de fermentacion.

Factor B
(Especies Vegetales)

La Kombucha tipo Il tanto con té negro como con guayusa son las mezclas
Interaccion A*B apropiadas para el consumo humano por los valores obtenidos en el ultimo dia de
fermentacion.
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CONCLUSIONES

Unidades Formadoras de Colonias

El crecimiento de bacterias aerobias se da en los primeros dias lo cual se relaciona con el consumo de los
sustratos presentes en la bebida.

Existié un mayor desarroll6 de microorganismos en los petrifilm de mohos y levaduras a partir del dia 5 en
adelante en el proceso de fermentacién de Kombucha y esto se produjo porque mientras mas transcurre el
tiempo de la fermentacion se da la transformacién a productos como el etanol.
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RECOMENDACIONES

Realizar las fermentaciones de Kombucha en
biorreactores o areas mas controladas.

Realizar analisis a futuro a partir del dia 2 de fermentacion para evidenciar

si hay mayor crecimiento de bacterias acido lacticas y bacterias en
general.

La combinacién de Kombucha tipo | con té negro fue el té con cualidades mas 6ptimas para
consumo humano lo cual se relaciona con la normativa legal.

Se sugiere emplear otros medios de cultivo con el fin de poder evidenciar de acuerdo a
los componentes nutricionales el crecimiento de los microorganismos que tiene la

Kombucha, ya que al ser un consorcio microbiano se dara la presencia de diversas
bacterias y levaduras.
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Gracias por
su atencion
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