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Resumen

La kombucha es un producto ancestral que se obtiene por fermentacion de una bebida
azucarada de té negro utilizando un consorcio simbiotico de bacterias y levaduras (SCOBY).
Se le ha atribuido numerosas caracteristicas beneficiosas para la salud y debido a esta
propiedad el mercado de esta bebida funcional se encuentra creciendo rapidamente.
Durante este estudio, se propone reemplazar el sustrato tradicionalmente utilizado, té negro,
por sustratos que contienen propiedades bioactivas por si solos como son la guanabana,
guayusa y café. En las preparaciones se analizé principalmente el comportamiento de
parametros como pH, °Brix, crecimiento de SCOBY y andlisis sensorial. Se pudo observar,
que los tratamientos propuestos son medios de cultivo aptos para el crecimiento de SCOBY,
esto se confirmé por el comportamiento de pH de 4.56, 4.73, 4.67 y 4.83 en el diauno y
3.31, 3.33, 3.34 y 3.5 en el dia once de fermentacién para el sustrato control, guanabana,
guayusa y café respectivamente. En adicion, el crecimiento del SCOBY también se evalué y
se concluyo que para el té negro y el café el crecimiento es mucho mas acelerado que para
los otros sustratos, donde al dia 24 de fermentacion se obtuvo un peso de 89.5y 74.5 gr
respectivamente. Finalmente, de acuerdo con el analisis sensorial todos los tratamientos
tuvieron una aceptacion buena siendo el T1 el tratamiento que mas les gusto a los

panelistas (p<0.05) en todos los atributos evaluados, seguido por el C+, T2 y, por ultimo, T3.

Palabras clave: kombucha, fermentacién, sustrato, crecimiento SCOBY, pH.
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Abstract

Kombucha is an ancient product that is obtained by fermenting a sweetened black tea drink
using a symbiotic consortium of bacteria and yeast (SCOBY). Numerous beneficial health
characteristics have been attributed to it and due to this property, the market for this
functional drink is growing rapidly. During this study, it is proposed to replace the traditionally
used substrate, black tea, by substrates that contain bioactive properties on their own, such
as soursop, guayusa and coffee. In the preparations, the behavior of parameters such as
pH, °Brix, SCOBY growth and sensory analysis were analyzed. It was possible to observe
that the proposed treatments are suitable culture media for the growth of SCOBY, this was
confirmed by the behavior of pH of 4.56, 4.73, 4.67 and 4.83 on day one and 3.31, 3.33,
3.34 and 3.5 on the eleventh day of fermentation for the control substrate, soursop, guayusa
and coffee respectively. In addition, the growth of the SCOBY was also evaluated, and it was
concluded that for black tea and coffee the growth is much faster than for the other
substrates, on day 24 of fermentation a weight of 89.5 and 74.5 gr was obtained
respectively. Finally, according to the sensory analysis, all the treatments had good
acceptance, with T1 being the treatment that the panelists liked the most (p<0.05) in all the

evaluated attributes, followed by C+, T2 and, finally, T3

Keywords: kombucha, fermentation, substrate, SCOBY growth, pH.
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Capitulo |
1. Introduccidon

El té de kombucha es una bebida tradicional azucarada producida comunmente por
fermentacion de hojas de té negro (Camellia sinensis), en algunas ocasiones se suele
utilizar té verde o té oolong. La bebida es originaria de Asia, del noreste de China y ha
ganado popularidad en zonas occidentales debido a sus propiedades terapéuticas, como
antimicrobiana, antioxidante, anti carcinogénica, antidiabética, tratamiento de ulceras
gastricas y colesterol alto (Coelho et al. 2020). Ademas, ha demostrado tener efectos

beneficiosos en la respuesta inmune y la detoxificacion del higado (Chakravorty et al. 2016).

Se cree que la kombucha se utilizé por primera vez en el este de Asia por sus
beneficios terapéuticos en el afio 220 A.C. Aunque, su origen data del noreste de China en
Manchuria, donde fue acogida durante la dinastia Tsin (Ling Chi) por sus propiedades

detoxificante y energizante (Jayabalan et al. 2008).

En 414 EC, un doctor llamado Kombu habia llevado el té a Japdn y lo utilizé para
curar los problemas digestivos del emperador Inkyo, de esto se le dio el nombre a la bebida
como “té Kombu” o “Kombucha”. Entre otros nombres que se conoce a la kombucha, debido

[ T] ” W

a su ingreso en varias culturas, son “Tea Fungus”, “Kargasok Tea”, “Manchurian Mushroom”
y “Haipao”. Con la expansién de las rutas de intercambio la kombucha llegd hasta Rusia y al

este de Europa en el siglo XX (Santos 2016).

Durante la Segunda Guerra Mundial, Alemania introdujo esta bebida, y en la década
de 1950, llego a Francia y al norte de Africa, dominado por Francia, donde su consumo
crecio de forma acelerada y debido al habito de beber té fermentado se produjo una
escasez de hojas de té y azucar, lo que hizo que el consumo de la bebida se redujera en
gran medida. Aios mas tarde, investigadores suizos afirmaron que el consumo de la
kombucha era igual de beneficioso que el yogurt, debido a la presencia de bacterias

beneficiosas para el intestino. Desde esta afirmacion, la kombucha se ha introducido en
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varios mercados de varios paises e incluso se han desarrollado una gama de sabores.
Incluso es posible encontrar en tiendas kits para la elaboracién casera del té (Jayabalan

et al. 2008).

Los ingredientes para la preparacion de kombucha consisten en una infusion de té
negro, azucar y afiadir el cultivo simbiético (SCOBY). No obstante, el sustrato y el tipo de
azucar puede ser reemplazado por otras alternativas. Ademas, las variables como la
proporcion de té, azucar, el tiempo y temperatura de fermentacion utilizados en la
elaboracion de kombucha pueden variar de acuerdo con la regién o las preferencias de los
consumidores. En resumen, para producir kombucha hay que prepara un té base y afiadir
azucar, la preparacion sera el sustrato para las bacterias y levaduras que llevaran a cabo la

fermentacion (Leal et al. 2018).

El SCOBY (de sus siglas en inglés: Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast),
también conocido como hongo del té o kombucha madre, es una estera zoogleal celulésica
tridimensional con la presencia de una relacién simbiética entre las bacterias del acido
acético y las especies de levaduras osmofilicas (Laavanya et al. 2021). Este cultivo es el
encargado de realizar la fermentacion del té para obtener como producto final la bebida
conocida como kombucha. En el proceso de fermentacion participan varios
microorganismos, por ejemplo, las levaduras osmofilicas fermentan el azucar en el té y
producen etanol, las bacterias oxidan el alcohol y producen acido acético. Ademas del acido
acético, otros compuestos organicos se forman como acidos glucénicos, lacticos, malicos,
citricos y tartaricos, que tienen actividad antibacteriana y previenen la contaminacion de la

kombucha por parte de bacterias patégenas (Coelho et al. 2020).

El SCOBY, el cual es el biofilm que se forma durante la fermentacion, era
considerado un subproducto en la elaboracién de kombucha. Hoy en dia, es considerado
como una valiosa materia prima con amplias aplicaciones. Aunque los estudios sobre la
aplicacion del SCOBY son limitados, se estan realizando muchos experimentos actualmente

a pequefa escala para confirmar sus aplicaciones. Entre las aplicaciones que se han
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encontrado cabe resaltar su uso como adsorbente de metales pesados en soluciones de
aguas residuales (Mousavi et al. 2018). Se ha utilizado, ademas, para elaborar electronicos
amigable con el ambiente, debido a su naturaleza porosa y las interacciones adsortivas de
la membrana (Kalaiappan et al. 2020). En la industria alimenticia se ha utilizado tanto para
propésitos de alimentacion (complemento nutritivo en dieta de pollos y otros propdsitos
(envasado de alimentos). Incluso, en la industria textil se ha utilizado laminas de celulosa
derivadas del SCOBY para hacer camisas, calzado, pulseras y otras prendas de vestir a
pequena escala para experimentar el uso de celulosa para producir ropa ecolégica. De igual
manera se han descrito una serie de aplicaciones mas para utilizar el subproducto de la

elaboracion de kombucha (Laavanya et al. 2021).

Los géneros de microorganismos que comunmente se encuentran en el SCOBY son
Gluconobacter, Acetobacter, Zygosaccharomyces, Saccharomyces y Schizosaccharomyces,
aunque, es posible encontrar otros tipos de microorganismos en el biofilm de celulosa. La
presencia de otro tipo de microorganismos depende de factores como la fuente, el sustrato
proporcionado para la fermentacion, los metabolitos producidos durante la fermentacion, el
climay la geografia del cultivo. No obstante, los microorganismos dominantes presentes en

el SCOBY y el té de kombucha permanecen siendo los mismos (Mukadam et al. 2016).

Hay numerosas bacterias y especies de levaduras presentes en la estera de
celulosa zoogleal (SCOBY). Los tipos de bacterias del acido acético presentes son
Komagataeibacter, Acetobacter xylinum, Acetobacter xylinoides, Bacterium gluconicum,
Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus y Lactobacillales. Las cepas de levaduras
osmofilicas presentes son Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces lud-wigii,
Kloeckera apiculata, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces rouxii,
Zygosaccharomyces bailii, Brettanomyces bruxellensis, Brettanomyces lambicus,
Brettanomyces custersii, Pichia membranaefaciens, Torulopsis y Candida, todos estos
microorganismos se encuentran comprimidos en el cultivo simbidtico (Laavanya et al. 2021,

Jayabalan et al. 2016, Harrison y Curtin 2021, Jayabalan et al. 2014)
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La bacteria Acetobacter xylinum es la que produce el biofilm de celulosa, que se
considera como un metabolito secundario de la fermentacién y es una de las caracteristicas
importantes de este proceso. Comunmente a la biopelicula se la confunde con un hongo
debido a que se asemeja a un moho superficial en el medio. Cuando ocurre la fermentacion
las levaduras y bacterias crecen hasta los 14 dias, tanto en el SCOBY como en el medio,
aunque en el medio liquido se ha encontrado que siempre hay mayor cantidad de células
bacterianas y de levaduras viables. Al contrario, con las bacterias acido-acéticas la
concentracién es mayor en la parte superior del biofilm de celulosa debido a que en esta
ubicacion existe mas concentracion de oxigeno que en el medio liquido (Laavanya et al.

2021).

El proceso de fermentacion mas comun para obtener la kombucha consiste en
utilizar té negro y azucar blanca (sacarosa) como sustratos (en algunos casos se reporta la
utilizacion de té verde). La metodologia de preparacion consiste en anadir hojas de té en
agua hirviendo y dejarlas en infusion durante 10 minutos para luego remover las hojas.
Luego, se disuelve la sacarosa (aproximadamente 50 g/l) en el té caliente y la disolucion se
la deja enfriar. El té se vierte en un recipiente limpio (preferentemente de vidrio) de boca
ancha y se acidifica mediante la adicion de vinagre o Kombucha ya preparada. Luego el
SCOBY es colocado en la solucion y el recipiente es tapado con una tela limpia y sujeta al
recipiente. Seguidamente la preparacion es dejada incubar a temperatura ambiente (20 a 30

°C) por 1 a 8 semanas (Dufresne y Farnworth 2000).

En cuanto a efectos negativos, no se ha comprobado que la bebida cause algun
dano a los consumidores. En 2014 se reportd un caso de un paciente que afirmaba tener
dafo hepatico a causa de consumir la bebida kombucha, sin embargo, la evidencia no fue
suficiente para afirmar que la bebida habia causado la enfermedad en el paciente
(Kovacevic et al. 2014). Incluso, la FDA (de sus siglas en inglés, Foods and Drugs

Administration) menciona que la kombucha es segura cuando se prepara adecuadamente y
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recomiendan a los productores realizar las buenas practicas de manufactura que sugieren

en su guia (Bauer. L et al. 2022).

La kombucha tiene un sabor refrescante que hace que los consumidores sientan que
estan consumiendo una bebida beneficiosa para la salud disefiada para mejorar su
digestién cuando se consume regularmente. La mayoria de las personas que han probado
kombucha estarian de acuerdo en que tiene un sabor muy distinto y picante. Algunos
incluso podrian decir que es "como nada que hayan probado antes". Los tés de kombucha
en el mercado hoy en dia se han perfeccionado para atraer al consumidor occidental. En
cuanto al sabor, al tener como acido acético principal compuesto organico, la kombucha
tiene un toque de amargura y astringencia. Aunque, la amargura ademas de los acidos
organicos es favorecida por la cafeina del té y los polifenoles presentes (Bishop et al. 2022).
El nivel maximo permitido de cafeina en bebidas es de 0.2 g/L, y en un estudio Chakravorty
et al. (2016) informaron que la concentracion de cafeina en una kombucha fermentada con

té negro tenia una concentracion en un rangode 06 a 1 g/L.

1.1. Planteamiento del problema

Se estimd que el mercado mundial de probidticos estaba valorado en 61100 millones
de ddlares en 2021 y se prevé que alcance los 91100 millones de ddlares en 2026, con una
CAGR (de sus siglas en inglés compound annual growth rate) del 8,3 % durante el periodo
de prondstico. La demanda mundial de probidticos esta aumentando significativamente
debido a los beneficios para la salud asociados con los alimentos fortificados con
probidticos, la multifuncionalidad de los probiéticos y el creciente uso de probiéticos en los
alimentos; ademas sumado a la creciente conciencia del consumidor relacionada con las
dietas saludables. Incluso, se proyecta que la demanda de probioticos en los alimentos
fortificados seguira siendo alta debido a la creciente conciencia sobre sus beneficios y la
disposicién de los consumidores a comprar productos premium incorporados con

probioticos (MarketsandMarkets 2021).
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La pandemia de COVID-19 ha provocado un cambio en los patrones de consumo de
los consumidores y, en ultima instancia, ha incentivado una dieta mas saludable y con el
objetivo de fortalecer el sistema inmune. Los consumidores buscan productos con alto valor
nutritivo en lugar de alimentos chatarra o procesados. En los Estados Unidos, las ventas de
probioticos aumentaron en un 33% repentinamente, ya que las personas se estan moviendo
hacia los refuerzos de nutrientes para mantenerse inmunes y fuertes. Desde entonces, las
tiendas minoristas y las farmacias estan acumulando pilas de probidticos en varias formas.
El miedo a infectarse ha resultado en la adopcion de un estilo de vida saludable,

aumentando asi la demanda de probidticos (FortuneBusinessinsights 2020).

Se proyecta que el mercado global de kombucha crecera a una tasa compuesta
anual (CAGR) del 17,50% durante el 2021 al 2026. Durante la pandemia de COVID-19, la
demanda de bebidas funcionales aumenté considerablemente, lo que dio lugar a una
creciente demanda de kombucha en el mercado mundial, principalmente debido a su
contenido de probidticos que ayudan a aumentar la efectividad del sistema inmune. Por lo
tanto, este factor promovio sus ventas durante la pandemia. El mercado consumidor de
kombucha se impulsa por la inclinacién de los consumidores hacia una dieta mas sanay
funcional, y el cambio de habitos alimenticios ha causado que los consumidores prefieran
bebidas funcionales sobre las bebidas carbonatadas y jugos de frutas (ResearchandMarkets

2021).

Comunmente se suele saborizar la kombucha con todo tipo de frutas y esencias. De
acuerdo con el reporte emitido por Research and Markets (2021) se espera que las bebidas
saborizadas de kombucha ocupen la mayor cuota de mercado en el mercado de kombucha
durante el periodo de pronéstico de 2021 a 2026. El segmento mencionado ha
experimentado un tremendo crecimiento en los ultimos 3 a 4 afos, ya que las compafiias
han desarrollado bebidas tradicionales con sabores exoticos agregados, para atraer a los
consumidores. Por ejemplo, la empresa GT’s Living Foods ya tiene una linea de bebidas de

kombucha primaveral donde destacan sabores como jengibre, sandia, mango, lavanda,
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jazmin, entre otros (GT’s Living Foods 2022). En adicién, la tendencia de las bebidas

naturales, de etiqueta limpia y organicas esta impulsando el mercado.

1.2. Justificacion

Los prondsticos para el mercado de kombucha son muy favorables y este segmento
de mercado se destaca por su busqueda de sabores exoéticos, siempre manteniendo la
funcionalidad de la bebida. La propuesta de obtencién de SCOBY y kombucha a partir de
distintas fuentes de nitrdgeno como son las hojas de guanabana, hojas de guayusa y
granos de café brindara la oportunidad de ampliar la variedad de sabores extensamente, lo

que permitiria extender el mercado consumidor de kombucha en el pais.

Ademas, con el aumento de la demanda de la bebida es necesario generar
conocimientos sobre las distintas fuentes que se puede utilizar para elaborar el producto. La
implementacién del proyecto propuesto es un pequefio paso para que el Ecuador esté

preparado para la demanda que va a tener el mercado de kombucha.

De igual manera, se incluye las personas que realicen una investigacion sobre el uso
del subproducto (SCOBY) obtenido de la elaboracién de kombucha. Al tener una alternativa
mas economica o viable para obtener el subproducto. Incluso, la obtenciéon de SCOBY
como subproducto, a partir de distintos sustratos permitiria el uso de este para distintas

aplicaciones y contribuir con lo que se busca en muchos paises, la sustentabilidad.

1.3. Hipoétesis

1.3.1. Hipotesis alternativa

Ha= Se puede generar SCOBY para obtener kombucha a partir de sustratos no

tradicionales

1.3.2. Hipoétesis nula

HO= No se puede generar SCOBY para obtener kombucha a partir de sustratos no

tradicionales
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2. Objetivos del proyecto
2.1. Objetivo general y objetivos especificos.

2.1.2. Objetivo general
Evaluar el crecimiento del SCOBY vy las caracteristicas organolépticas de la
kombucha, utilizando como sustrato una infusion de hojas de guanabana (Annona muricata

L.), hojas de guayusa (/lex guayusa Loes.) y granos de café (Coffea arabica L.).

2.1.3. Objetivos especificos
. Formar un SCOBY utilizando como sustrato diferentes infusiones de hierbas.
. Evaluar el crecimiento del SCOBY en el tiempo a partir de las distintas fuentes de
nitrégeno.
. Evaluar las caracteristicas sensoriales de la kombucha mediante una escala
hedonica
Capitulo 1l

3. Marco teorico
3.1. Té kombucha

El té de kombucha (conocido también como te de hongo u hongo manchuriano) es
una bebida, con azucar afiadida, comunmente producida por la fermentacién de hojas de té
negro, se caracteriza por tener un sabor avinagrado. A veces también se utilizan hojas de té
verde o té oolong (Laavanya et al. 2021). Generalmente, es consumido porque se le

atribuyen numerosos beneficios para la salud.
3.2. Composicion quimica de la kombucha y sus beneficios para la salud

Los ensayos quimicos realizados a la bebida de kombucha indican la presencia de
una variedad de componentes. Entre los que se incluyen acidos organicos, principalmente
acéticos, glucénico y acido glucuronico. También, puede ser encontrado acido citrico,

lactico, malico, tartarico, maldnico, oxalico, succinico, piravico y Usnico. Se encuentra
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ademas, azucares como sacarosa, glucosa y fructosa; vitaminas hidrosolubles como B1,
B6, B12, C, purinas, aminas biogénicas, aminoacidos, pigmentos, etanol, proteinas,
enzimas hidroliticas, lipidos, bacterias acido acéticas, bacterias acido lacticas, dioxido de
carbono, polifenoles, aniones (fosfato, nitrato, bromuro, sulfato , yoduro, fluoruro y cloruro),
minerales (plomo, niquel , hierro, zinc, cobre , cobalto, manganeso, cadmio y cromo) y
productos metabdlicos de levaduras y bacterias (Jayabalan et al. 2010, Leal et al. 2018). La
cantidad o presencia de cada uno de los elementos depende de varios factores como son el
lugar donde se realiza la fermentacion, el indculo utilizado, el tiempo de fermentacion,

temperatura, altura, humedad, entre otros.

Los componentes mencionados que se producen durante la fermentacion de la
bebida se listan en la figura 1, en adicién, se indica los principales beneficios que brinda

cada componente al cuerpo.



Figura 1
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Fuente: Tomado de (Leal et al. 2018).
3.3. Symbiotic culture of bacteria and Yeast (SCOBY)

El SCOBY es una estera zoogleal celuldsica tridimensional que tiene una presencia
simbidtica entra levaduras y bacterias acedo-acéticas. Es un subproducto que se obtiene de
la elaboracion del té kombucha y normalmente se confunde con un hongo por su forma que

asemeja un hongo (Laavanya et al. 2021).

El SCOBY al ser un subproducto generalmente es desechado, aunque también se lo
utiliza como inéculo para la elaboracién de una nueva kombucha. Tiene varias propiedades
que son interesantes para futuras aplicaciones y que los investigadores han tomado como
base para proponer aplicaciones para este subproducto, en la figura 2 se detalla las

principales propiedades del SCOBY.
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Figura 2

Diferentes propiedades del SCOBY de kombucha
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Fuente: Tomado de (Laavanya et al. 2021)
3.4. Sustratos para elaboracion de kombucha

Los principales sustratos que se utilizan para la elaboracion de kombucha son la
sacarosa (como fuente de carbohidrato) y el té negro (como fuente de nitrégeno). Sin
embargo, los investigadores han realizado las pruebas con una variedad de sustratos como
son infusiones de hierbas, jugos de fruta, leche, soya, entre otros y han reportado
resultados satisfactorios en cuanto a su cinética y propiedades bioldgicas (de Miranda et al.

2022).
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3.5. Fermentacion de kombucha

La kombucha como ya se menciono es obtenida mediante un proceso de
fermentacion, durante dicho proceso se obtiene como subproducto una biopelicula flotante
en la superficie del medio de crecimiento debido a la actividad de ciertas cepas de las
bacterias acido-acéticas. Los principales acidos que se encuentran son el acido acético,
glucénico, tartarico, malico y en menor cantidad el citrico, estos acidos son los responsables

del sabor acido de la bebida (Leal et al. 2018).

Dentro de la fermentacion de kombucha se dan varios tipos de fermentaciones como
son alcohdlica, lactica y acética. La primera es una fase aerdébica, el consorcio simbidtico de
kombucha es capaz de convertir el azucar y el té en un periodo de 7 a 10 dias en una
bebida refrescante, ligeramente carbonatada, ligeramente acida, que esta compuesta por
varios acidos, 14 aminoacidos, vitaminas y algunas enzimas hidroliticas. Para el fin del
proceso, la fermentacion que domina es las especies acido-tolerantes (de Miranda et al.
2022). Se recomienda que la fermentacion se lleve a cabo hasta un maximo de 60 dias, lo
que genera muchos cambios como el incremento de la actividad antioxidante y el contenido
de acidos organicos, sin embargo, se recomienda un periodo de 7 a 15 dias de

fermentacion para obtener resultados favorables (Villarreal-Soto et al. 2018).

En la figura 3 se muestra una ilustracion general del metabolismo que ocurre dentro

de las bacterias y levaduras presentes en la kombucha.
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Figura 3

Metabolismo de sustratos por bacterias y levaduras presentes en el SCOBY
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Fuente: Tomado de (Laavanya et al. 2021).

3.6. Hojas de guanabana, Annona muricata L.

La guanabana es una fruta tropical perteneciente a la familia de las Annonaceae y se
encuentra distribuida en el sector de América tropical, incluyendo las zonas calidas de
Ecuador, Colombia, Venezuela, Brasil, México, Las Antillas y América Central. El pais donde
se ha notado un desarrollo considerable de este frutal es Brasil, luego se tiene a Colombia y
Ecuador, donde se han desarrollado cultivos tecnificados que abastecen los mercados de
las principales ciudades como Sao Paulo, Brasilia, Bogota, Cali, Quito, Guayaquil entre

otras (INIAP 2014).
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Con el crecimiento del cultivo en Ecuador y al ser las hojas un subproducto de la
poda, se propone darle un uso a dicho subproducto. Ademas, la guanaba es un arbol que
se caracteriza por tener componentes bioactivos que ha llamado la atencion de muchos
cientificos, principalmente por sus propiedades anticancerigenas. En una revisién realizada
por Wahab et al. (2018) recopilaron informacion sobre las propiedades de la planta
incluyendo las hojas de guanabana. Se reportd que han sido utilizadas empiricamente para
tratar varias afecciones incluyendo, el cancer, diabetes, inflamacion, desordenes hepaticos y
tumores. La conclusién de la revision es que en las hojas de guanabana se han identificado
117 compuestos que incluyen acetogeninas anonaceas, alcaloides y compuestos fendlicos.
Aunque, es necesario realizar pruebas preclinicas para confirmar el efecto de la guanabana
el potencial que presenta la planta como uso antiinflamatorio y anticancerigeno puede
aclararse claramente mediante la comprension de sus mecanismos de accion en el sistema

del cuerpo humano (Wahab et al. 2018).

3.7. Hojas de guayusa, llex guayusa Loes.

En el oriente ecuatoriano, el cual representa una de las areas con mayor biodiversidad
del mundo, habita una de las plantas sagradas de las nacionalidades indigenas que habitan
la region amazoénica del Ecuador y es conocida como guayusa y ha sido utilizada como
infusion por generaciones por los Achuar y mestizos de la zona. Ha tomado popularidad no
solo en el oriente ecuatoriano, sino en todo el pais e incluso en otros paises, el 95 % de la
produccion mundial de guayusa proviene del Amazonas de Ecuador, y es consumida por
sus beneficios energizante y antioxidante para el organismo; la guayusa tiene una
importancia para el uso cotidiano y medicinal, gracias a sus propiedades estimulantes y por
su contenido de cafeina, teobromina y otros componentes que brindan un efecto

energizante natural, diurético y relajante (Radice y Vidari 2007).

Por las propiedades que presenta y la disponibilidad casi unica del pais se propone
obtener la bebida de kombucha utilizando como sustratos las hojas de la guayusa, de esta

manera se puede obtener un producto funcional con un sabor atractivo y tropical.
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3.8. Granos de café, Coffea arabica L

El café se considera un producto comercial de mucho valor, el 70 al 80 % de la
poblacion mundial consume este grano. Ademas, contiene agentes bioactivos importantes;
uno de ellos y el mas conocido es la cafeina. El consumo moderado de café conlleva a
efectos beneficiosos para la salud, como control del peso corporal, mejora en el rendimiento
cognitivo, la reduccion de la presion arterial entre otros. Incluso, se relaciona con la
reduccion del riesgo de tener enfermedades como diabetes mellitus tipo Il, cancer,

enfermedades cardiovasculares, neuroldgicas y hepaticas (Gomez et al. 2021).

Capitulo Il

4. Metodologia

4.1. Descripcion del lugar de investigacion

El proyecto se llevé a cabo en la ciudad de Quito, provincia Pichincha, pais Ecuador.
Los procesos se llevaron a cabo dentro del hogar del maestrando donde se designé y
esterilizé una habitacion para el desarrollo del proyecto. La materia prima se obtuvo de

supermercados y mercados cercanos del sector.

4.2. Tipo de investigacion

La investigacion propuesta es una investigacion experimental, donde se decidioé analizar
bajo el control de la variable de concentracién de fuente de nitrégeno el crecimiento de

SCOBY Yy caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de la kombucha.

4.3. Diseno experimental

El experimento se realizé en base a un disefio completamente al azar de un factor. En el
experimento se propone reemplazar la fuente de nitrdgeno convencional por otras fuentes

no tradicionales.
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Los tratamientos que se utilizaran como fuente de nitrégeno son hojas de guanabana
(tratamiento 1), hojas de guayusa (tratamiento 2) y granos de café (tratamiento 3). Ademas,
se incluira un control positivo (C+) donde el sustrato sera el té negro y un control negativo

(C-) donde no se anadira fuente de nitrogeno a la preparacion.

En total se realizara 4 tratamientos con 3 repeticiones, se seguira un modelo

unifactorial. En la tabla 1 se observa las caracteristicas del disefio experimental.

Tabla 1

Caracteristicas del disefio experimental

Caracteristicas del disefio experimental

NUmero de tratamientos 4
Numero de repeticiones 3

pH, grados Brix, peso

Variables por medir SCOBY, caracteristicas
sensoriales
Masa total del medio 1000 gr

El modelo estadistico que se empleara se muestra en la ecuacion 1.
Yij = U +E;j Ecuacion 1
Donde:
yi;j= total de observaciones del estudio
u =media
€;;= error experimental de la unidad ij

Ademas, en la tabla 2 se muestra el esquema del analisis de varianza (ANOVA).
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Tabla 2

Esquema de analisis de varianza

Fuente de variacion GL SC CM F
Tratamientos 3 SStrat CMirar F= %
Error 12 SSError CMerror
Total 15 SSTotal

Nota: SC: suma de cuadrados, GL: grados de libertad, CM: cuadrado medio, F: frecuencia

de variacién
44. Designacion de los tratamientos

Para este estudio se contara con cuatro formulaciones de kombucha, siendo la
fuente de nitrégeno la Unica diferencia entre las mismas. Estas formulas seran los
tratamientos a los cuales se realizaria la medicién de dos parametros; fisicoquimicos
(porcentaje de hidrégeno, grados Brix, peso del SCOBY y caracteristicas sensoriales. Los
tratamientos designados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3

Designacion de los tratamientos para el estudio

Designacion de tratamientos

Sustrato Tratamiento
Té negro Control positivo (C+)
Guanabana Tratamiento 1 (T1)
Guayusa Tratamiento 2 (T2)
Café Tratamiento 3 (T3)

No se afiade  Control negativo (C-)
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Una vez determinados los tratamientos se procederd a realizar las bebidas, de
acuerdo con cada formulacion propuesta (variando la fuente de nitrégeno (té negro) de
acuerdo con cada tratamiento), identificarlas y rotularlas en envases de vidrio previamente
esterilizados, por calor hUmedo, para evitar cualquier contaminacién que afecte la inocuidad
del producto.

4.4.1. Esterilizacion por calor humedo

La esterilizacion por calor humedo se aplicé a los envases y materiales para elaborar
la bebida, con esterilizacién por ebullicion. Esta asemeja a la esterilizacion en autoclave
ya que al elevar la temperatura del agua penetra y elimina virus, hongos, esporas y
organismos procariotas. Este proceso se usa en materiales que no son sujetos para

oxidar.

4.5. Obtencion del primer SCOBY

En paises donde el mercado de la kombucha se encuentra mas desarrollado se
puede encontrar en tiendas especializadas kits para realizar la kombucha en casa. Sin
embargo, en Ecuador no se encontré este tipo de tiendas, motivo por el cual fue necesario
seguir la metodologia que se muestra a continuacion para obtener un SCOBY.

El primer SCOBY se obtuvo a partir de la metodologia propuesta por Bond (2021). En la
tabla 4 se puede observar la formulacién para preparar la solucién donde crecera el
SCOBY. En primer lugar, se llevo el agua a punto de ebullicién y se colocé en un recipiente
mezclandolo con el azlcar. Luego se disolvio el azlcar en el agua, se afiadi6 el té y se dejé
reposar hasta que la solucion alcanzé la temperatura ambiente (=20 °C). Se removio las
bolsas de té y se afiadio la kombucha comercial, obtenida en un supermercado local, y se
coloco una tela como tapa al recipiente. La solucion se guardoé en un lugar oscuro durante
15 dias, donde ocurrio el proceso de fermentacién y formacion del SCOBY. El SCOBY

obtenido fue utilizado posteriormente para el disefio experimental propuesto.
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Tabla 4

Formulacion para obtencion de SCOBY inicial.

Formula para obtener un SCOBY

Ingredientes Porcentaje (%)
Agua 82,4
Sacarosa 51
Te negro 0,4
Kombucha comercial 12,1
Total 100

Nota: La tabla muestra la formula en porcentaje para la preparacién de kombucha y obtener
el indculo que seré utilizado en los tratamientos posteriores (Bond 2021).

4.6. Estandarizacion de formula para obtencion de Kombucha.

Para la elaboracion del disefio experimental primero se estandariz6 la formula para
obtener kombucha. El ensayo se baso6 en la metodologia propuesta por (Sharma y Bhardwaj
2019) y se realizaron modificaciones para estandarizarlo a las condiciones del clima donde
se realiz6 el experimento.

En la tabla 5 se muestra la formulacién estandarizada para obtener kombucha
utilizando como sustrato té negro. El proceso para la obtencion de kombucha consistié en
llevar el agua a punto de ebullicion, luego se coloco en un recipiente de vidrio y se disolvi
el azucar. Seguidamente, se afiadio las bolsas de té y se dejo enfriar la solucion a
temperatura ambiente. Después, se afadié el SCOBY en la solucion y se agrego la
kombucha de un batch anterior. Luego, se tapd el recipiente con una tela porosa y se ajusto

con ligas, la solucion se la dej6 en un lugar oscuro a temperatura ambiente para que realice
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el proceso de fermentacion. Finalmente, luego de 11 dias se envaso en recipientes de vidrio
el producto y se almacené a 4 °C.
Tabla 5

Formulacion para obtencién de kombucha modificada de Sharma y Bhardwaj (2019)

Formula para obtencion de

Kombucha

Ingredientes Porcentaje (%)

Agua 93,4
Sacarosa 57

Té negro 0,4

Kombucha
0,2
(Batch anterior)

SCOBY 0,3
Total 100

Nota: La tabla muestra la formula en porcentaje que se utilizé en la elaboracion de los
tratamientos donde el ingrediente té negro seria reemplazado por las demas fuentes
propuestas.

4.7. Manejo de las muestras

Las muestras se elaboraron el mismo dia bajo condiciones controladas de inocuidad.
Se elaboraran 1000 ml de bebida por cada tratamiento y repeticién. Se realizé 3
repeticiones para analizar todos los pardmetros antes descritos, con la premisa que el
SCOBY se genera en 12 dias de acuerdo con varios autores (Sharma y Bhardwaj 2019,
Coelho et al. 2020, Chakravorty et al. 2016).

Los muestreos se realizaron desde el dia 1 cada dos dias (1, 3, 5, 7, 9y 11). Los
andlisis fisicoquimicos se llevaron a cabo en los dias mencionados, y el andlisis

organoléptico se realiz6 después de medir estos parametros y confirmar que la bebida de
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encuentre en un rango normal y sugerido de pH. Esto con fin de salvaguardar la salud de
los panelistas, ya que el cambio brusco de algun parametro significaria que la bebida ya no
es apta para el consumo.

Otro punto que se tomé en cuenta para finalizar el proceso de fermentacion fue el
pH, ya que durante la fermentacion se forma una gran cantidad de acido acético y lo que se
recomienda es finalizar la fermentacién cuando el pH llegue a valores de 3 a 4.2 (Coelho et
al. 2020).

4.8. Elaboracién de los tratamientos y controles

Para cada tratamiento se utilizo la formula estandarizada que se muestra en la tabla
5. En la figura 4 se presenta un diagrama de flujo donde se detalla el proceso que se realizd

para cada tratamiento. La fuente de nitrégeno equivale al sustrato designado en la tabla 4.

Ademas, todos los materiales utilizados fueron esterilizados por calor humedo para

evitar cualquier agente contaminante.

El té negro y el café fueron adquiridos en un supermercado local donde garantizan la
inocuidad del alimento. Sin embargo, las hojas de guayusa y guanabana (deshidratadas) se
adquirieron en un mercado local donde no hay garantias de la inocuidad de estas, por esa
razén a estas dos muestras se les realizé un pretratamiento donde las hojas fueron
sumergidas en una solucién de hipoclorito de sodio de 150 ppm durante 5 minutos para una
desinfeccion exitosa de acuerdo con Medina (2020).

Como se indica en la figura 4 se preparé un total de 1000 gr de kombucha por
tratamiento y un adicional de 3000 gr destinado para el andlisis sensorial. El primer paso fue
la obtencion y pesado de la materia prima. Luego, se realizé la infusién donde se afiadio el
agua, azucar y fuente de nitrégeno (de acuerdo con cada tratamiento). Seguidamente, se
realiz6 un filtrado donde se eliminé las hojas e impurezas restantes del proceso de
obtencion de la infusién. Después, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se inoculo el

SCOBY y la kombucha de un batch anterior. Después, se dejo fermentar a temperatura
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ambiente la bebida durante 11 dias. Finalmente se filtré y se envaso la bebida en envases

de vidrio para ser almacenados en refrigeracion.
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Figura 4
Diagrama de flujo del proceso de elaboracién de kombucha para la obtencién de 3000 gr de

solucion.
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Nota: El diagrama de flujo representa el proceso que se siguio para preparar los
tratamientos y controles. La fuente de nitrdgeno es el parametro que se cambié de acuerdo

con lo propuesto en la tabla 3.
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4.9. Protocolos para mediciéon de variables

4.9.1. Determinacion de pH
La medicion del pH se realiz6 utilizando un pH-metro digital marca MULTIFUNTION
modelo EZ-9901. El proceso consistio en colocar la muestra del tratamiento en un recipiente
y gue el equipo realice la medicion. El valor fue anotado y agregado a la tabla de resultados,
metodologia basada en norma NTE INEN-ISO 10523 (2014).

La medicion de esta variable se realizé desde el dia 1 y cada dos dias (1, 3, 5, 7, 11).

4.9.2. Determinacion de grados Brix
Los sdlidos solubles fueron medidos utilizando un refractémetro marca ATC modelo
RZ-120. El proceso consistié en tomar una muestra homogenizada del producto y colocarla
en el lente del refractometro, el valor obtenido fue anotado en la tabla de resultados,
metodologia basada en horma NTE INEN-ISO 2172 (2014).

La medicion de esta variable se realizé desde el dia 1 y cada dos dias (1, 3, 5, 7, 11).

4.9.3. Determinacion de peso drenado
El proceso consistio en utilizar un tamiz para eliminar el liquido y conservar solo el
SCOBY. Este fue pesado y los resultados fueron registrados, metodologia basada en norma
NTE INEN 395 (2013).
La medicion de esta variable se realiz6 en el dia 11, 17, 24 de fermentacion.
4.9.4. Analisis sensorial
Se realizo el analisis al control positivo y los 3 tratamientos luego de los 11 dias de

tratamiento.

El analisis sensorial se realizd por un método de prueba afectivo o heddnico, se realizo
a 30 panelistas consumidores de la bebida kombucha. Se analizé los atributos de aroma,
color, textura, sabor, dulzor, residual de sabor y precepcion global, todos mediante el

analisis hedonico de 5 puntos donde:

1. Me disgusta mucho



37

2. Me disgusta

3. Ni me gusta ni me disgusta

4. Me gusta

5. Me gusta mucho

El analisis sensorial se realizé siguiendo la metodologia de Liria (2007) y los consejos que
menciona en su libro Golden et al. (2010) enfocado en el correcto procedimiento para
realizar analisis sensorial en comida. Se dio una codificacion aleatoria de 3 digitos a cada

tratamiento.

4.10. Estadisticos aplicados

A continuacion, se detalla los estadisticos utilizados en las pruebas de analisis

estadisticos utilizados en el procesamiento de los datos (Salazar y Castillo 2018).

Media aritmética: Es el valor resultante de la division de la suma del total de los

valores de los datos obtenidos (ecuacion 2).

X1+Xo+X3+ .+ Xp
N

X= Ecuacion 2

Varianza: Es una medida de dispersién basada en los cuadrados de las diferentes

derivaciones de las observaciones (ecuacion 3). Esta relacionado con la media aritmética.

§2 — T(x-X)2
- N

Ecuacion 3

Desviacién estandar: Es la raiz cuadrada de la varianza, proporciona el valor

promedio de la desviacién de los elementos en relacidén con la media aritmética.

§? = /Z(XT_X)Z Ecuacion 4

Coeficiente de variacion: Se denomina la razon porcentual entre la media aritmética

y la desviacion estandar (ecuacion 5).
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cV = %* 100% Ecuacion 5

Rango: Medida de dispersion obtenida por la resta entre los datos cuantitativos maximo y
minimo (ecuacion 6).

Rango = max— min Ecuacion 6

4.10.1. Estadisticos para parametros fisicoquimicos
Disefio completamente al azar, un factor: es un estadistico que considera el efecto de un
factor, conformado por tratamientos. Proponiendo este disefio se pretende comprobar una
hipétesis por medio de diferencias entre los resultados de las muestras (Bustos et al. 2008,
Guaraca y Marifio 2020). Los datos y andlisis estadisticos se realizaron utilizando el
software InfoStat version 2020e.
Prueba de Tukey: Mide todas las diferencias entre las medias de los tratamientos de un
experimento (Abdi y Williams 2010).

4.10.2. Estadisticos para atributos sensoriales
Prueba de Kruskal-Wallis: Prueba no paramétrica, cominmente utilizada en analisis
sensorial, bajo la hipétesis de que no hay diferencia entre las poblaciones que se requiere
comparar. La formula matemética de esta prueba se presenta en la ecuacion 7 (Dodge
2008). Los datos y analisis estadisticos se realizaron utilizando el software InfoStat version
2020e.

N =¥k n Ecuacion 7.
Donde:
N: nimero total de observaciones

K: muestras
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Capitulo IV

5. Resultados y discusion

5.1. Obtencion de primer SCOBY y estandarizacion de féormula

Se obtuvo un SCOBY formado de forma correcta en 15 dias siguiendo la metodologia
propuesta por Bond (2021). Autores como Goh et al. (2012) aseguran que es necesario
agregar kombucha de un batch anterior, incluso si uno ya tiene SCOBY en su preparacion, o
de otro modo no se iniciara la fermentacion. Debido a la necesidad de un medio acido para
el desarrollo de las bacterias acido-acéticas lo mencionado por Goh et al. se confirma, sin
embargo, Bond también sugiere que se puede agregar vinagre para acidificar la solucién y

el resultado obtenido seria el mismo.

En la estandarizacion de la férmula, basandose en la metodologia de Sharma 'y
Bhardwaj (2019), se sigui6é con la formulacion propuesta, sin embargo, ellos recomiendan
agregar un 10 % de kombucha de un batch anterior y en el caso de este experimento el
volumen era muy elevado ya que la acidez de la kombucha comercial adquirida bajaba el
pH de forma drastica. Por ese motivo, se ajusto la formula a el 0.3 % de kombucha de un
batch anterior. Cabe mencionar, que en el estudio de Sharma y Bhardwaj la bebida obtenida
no estaba destinada al consumo humano, mientras que en el experimento de este estudio si
y de acuerdo con autores como Coelho et al. (2020) y Goh et al (2012) el pH 6ptimo de la
bebida de kombucha debe estar en un rango de 3 - 4.2, en caso de tener un pH mas bajo

podria afectar las caracteristicas organolépticas deseadas.

5.2. Obtencion de kombucha a partir de distintas fuentes de nitrégeno

La propuesta del experimento y uno de los objetivos de este es evaluar si al cambiar la
fuente de nitrégeno tradicional, la cual es el té negro, se iba a lograr la fermentacién de la

infusion y por tanto la obtencion del té kombucha y la produccién de SCOBY.
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Los 3 tratamientos propuestos fueron viables para la obtencion de SCOBY y por tanto
se produjo fermentacion en el medio. Se pudo evidenciar que en las infusiones se formo la
estera de celulosa zoogleal y por el olor caracteristico, que emanaban los frascos con la

solucion, también hubo actividad de fermentacion.

Con la popularidad que tiene la bebida varios autores han realizado experimentos para
obtener té kombucha a partir de distintas fuentes. Battikh et al. (2012) realizaron
experimentos reemplazando el té negro con otras hierbas como de tomillo (Thymus vulgaris
L), cedron (Lippia citriodora), romero (Rosmarinus officinalis), hinojo (Foeniculum vulgare) y
menta (Mentha piperita) con el objetivo de evaluar su poder antimicrobiano. Otros autores
como Cetojevi¢-Simin et al. (2010) obtuvieron el té fermentado a partir de toronijil (Melissa
officinalis L.) Ademas, se ha intentado obtener kombucha a partir de jugos de fruta como el
jugo de pera (Ayed y Hamdi 2015). Como en todos los estudios mencionados y como
resultado de este estudio se infiere que si es posible reemplazar el té negro como sustrato
para la produccion de kombucha y por cada sustrato utilizado se obtienen caracteristicas

distintas de la bebida.
5.3. Caracteristicas fisicoquimicas
5.3.1. Potencial de hidrégeno

El comportamiento de pH se detalla para cada uno de los tratamientos y controles y

luego se muestra una figura comparativa de todos los resultados obtenidos.

En la figura 5 se muestra el comportamiento de pH, para el control positivo (té negro),
desde el dia uno hasta el dia once. Para el dia uno se obtuvo un valor de pH de 4.56 + 0.05
y el valor fue disminuyendo gradualmente hasta obtener una medida de 3.31 £+ 0.06 para el

dia once.
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Figura 5

Comportamiento del pH en el tiempo para el control positivo.
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En la figura 6 se muestra el comportamiento de pH, para el tratamiento 1
(guanabana), desde el dia uno hasta el dia once. Para el dia uno se obtuvo un valor de pH
de 4.73+ 0.08 y el valor fue disminuyendo gradualmente hasta obtener una medida de 3.33

1 0.01 para el dia once.

Figura 6

Comportamiento del pH en el tiempo para el tratamiento 1.
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En la figura 7 se muestra el comportamiento de pH, para el tratamiento 2 (guayusa),
desde el dia uno hasta el dia once. Para el dia uno se obtuvo un valor de pH de 4.67 + 0.01
y el valor fue disminuyendo gradualmente hasta obtener una medida de 3.34 + 0.07 para el

dia once.

Figura 7

Comportamiento del pH en el tiempo para el tratamiento 2.
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En la figura 8 se muestra el comportamiento de pH, para el tratamiento 3 (café),
desde el dia uno hasta el dia once. Para el dia uno se obtuvo un valor de pH de 4.83 + 0.08
y el valor fue disminuyendo gradualmente hasta obtener una medida de 3.5 + 0.08 para el

dia once.
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Figura 8

Comportamiento del pH en el tiempo para el tratamiento 3.
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En la figura 9 se muestra el comportamiento de pH, para el control negativo, desde
el dia uno hasta el dia once. Para el dia uno se obtuvo un valor de pH de 4.89 £ 0.19y el
valor fue disminuyendo gradualmente hasta obtener una medida de 4.05 + 0.07 para el dia
once. Sin embargo, la variacion de pH fue de un comportamiento diferente al de los demas

tratamientos y control positivo.

Figura 9

Comportamiento del pH en el tiempo para el control negativo.
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Todos los tratamientos (T1, T2, y T3) y el control positivo mostraron un
comportamiento similar en el parametro de pH. En la figura 10 se puede observar de
manera comparativa las mediciones de pH realizadas desde el dia uno hasta el dia once.
De acuerdo con varios autores, la recomendacion para finalizar la fermentacion es dejar la
bebida con un pH entre 3 y 4.2 (Goh et al. 2012, Coelho et al. 2020), por ese motivo se
decidié que la bebida estaba lista a los 11 dias cuando el promedio de pH de los

tratamientos y el C+ fue de 3.37.
Figura 10.

Comportamiento del pH en el tiempo para las unidades experimentales propuestas.
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El pH en la kombucha tradicional presenta un comportamiento decreciente como lo
presento el control positivo de este experimento. EI comportamiento normal del pH debe
empezar en un valor menor a 5 y con el tiempo estimado de fermentacion, entre 10y 15
dias, debe reducir su nivel de pH hasta 2 (Dutta y Paul 2019). De igual manera, los
tratamientos 1, 2 y 3 presentaron un comportamiento similar donde el pH empezd en un
rango de 4.75 a 4.85 hasta disminuir a un valor promedio de 3.37 en los once dias que duré

la fermentacion.
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En la tabla 6 se muestra el analisis estadistico ANOVA y Tukey realizado a los
resultados de pH de los tratamientos, donde se puede observar que para todos los dias si
existio diferencias significativas (p<0,05) en la medida de pH para el C+, T1, T2y T3 (el C-
no se tomé en cuenta para este analisis). Para la prueba de Tukey a partir del dia 5 el Unico
tratamiento que presentd diferencias significativas (p<0,05), en comparacion con los demas

tratamientos, fue el tratamiento T3.

Tabla 6

Prueba ANOVA 'y Tukey para las medidas de pH obtenidas.

Dia
Tratamiento 1 3 5 ! 9 11
pH
C+ 4,56A 4,4A 3,96A 3,66A 3,43A 3,31A
T1 4,73AB 4,48AB 3,95A 3,61A 3,47A 3,33A
T2 4,67AB 4,54B 4,11A 3,54A 3,43A 3,34A
T3 4,83C 4,76C 4,45B 4,12B 3,63B 3,5B

Nota. Medias en columnas con una letra comun no son significativamente diferentes p>0,05.

El comportamiento del pH del T3 es un comportamiento que presentd un valor mas
elevado que los demas tratamientos realizados en este estudio, esto se debid a que se
utilizé café como fuente de nitrégeno. De acuerdo con la literatura, el pH normal del café es
de 4.85 — 5.1, al momento de la preparacion de la bebida la adicién de café es la razén por
la cual presentd el pH mas elevado de los tratamientos (Yeager et al. 2021). Un
comportamiento similar de pH de la kombucha preparada con café reporté Bueno et al.
(2021) donde de igual manera reemplazaron el té negro con café y presentaron un pH inicial

de 4.01 y un pH final de 3.51.

El tiempo de fermentacion promedio para la kombucha difiere segun lo que se
espera del producto, si se desea obtener un producto con cierto nivel de dulce la

fermentacion sera corta. Por otra parte, si se desea un producto mas acido la fermentacion
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se extendera. La temperatura es un factor que afecta directamente el tiempo de
fermentacion. Durante este estudio se finalizé la fermentacion a un pH promedio de 3.38 a

los 11 dias de fermentacion a temperatura ambiente (18 + 0.76 °C).

La reduccién de pH en todos los tratamientos y control es un indicador de que la
fermentacion se esta llevando a cabo. El metabolismo de las bacterias que se encuentran
en el SCOBY y en el medio producen acidos organicos, responsables de la reduccion del
pH. El subproducto que mas se genera, de acuerdo con la literatura, es el acido acético,
aunque también se generan otros acidos como son el acido glucénico, glucuronico, citrico,

L-lactico, oxalico, tartarico, pirtvico y malico (Bueno et al. 2021, Jayabalan et al. 2016).

Los resultados obtenidos en base al comportamiento de pH concuerdan con los
tiempos de fermentacion de otros autores, donde ademas se observa que si aumentan las
temperaturas los tiempos de fermentacion se acortan. Coelho et al. (2020) indican que la
fermentacion, para alcanzar el pH deseado y las caracteristicas organolépticas esperadas,
es de 5 a 7 dias. Lo mismo reportan otros articulos donde, por ejemplo: Cetojevié-Simin
et al. (2010) finalizaron la fermentacién a los 3 dias manteniendo una temperatura de 28 °C
y un pH final de 2.89, Wang et al. (Wang et al. 2022) finalizaron la fermentacién a los 4 dias
manteniendo una temperatura de 30 °C y Moreira et al. (2022) finalizaron la fermentacion a

los 10 dias manteniendo una temperatura de 25 °C y un pH final de 3.1.
5.3.2. Solidos solubles totales

Otra medida que se analizé en este estudio son los sélidos solubles totales en grados

brix. Para cada tratamiento se observé un comportamiento.

En la figura 11 se muestra el comportamiento de los grados brix en el tiempo para el
control positivo, la medida inicial fue de 5.7 £ 0.12 y el dia once el valor de los grados Brix

fue de 5.0 £ 0.0.
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Figura 11

Comportamiento de los grados Brix en el tiempo para el control positivo
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En la figura 12 se muestra el comportamiento de los grados brix en el tiempo parael T1,
la medida inicial fue de 5.58 + 0.15 y el dia once el valor de los grados Brix fue de 4.95 +

0.10.

Figura 12

Comportamiento de los grados Brix en el tiempo para el T1

Tl

——T1
5,80
5,60
5,40

5,20

°BRIX

5,00
4,80

4,60

[N
w
v
~
(e}
=
=

DIiA



48

En la figura 13 se muestra el comportamiento de los grados brix en el tiempo para el T2,
la medida inicial fue de 5.50 + 0.08 y el dia once el valor de los grados Brix fue de 4.48 +

0.05.

Figura 13

Comportamiento de los grados Brix en el tiempo para el T2.
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En la figura 14 se muestra el comportamiento de los grados brix en el tiempo para el T3,
la medida inicial fue de 5.95 + 0.06 y el dia once el valor de los grados Brix fue de 5.65 +

0.10.
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Figura 14

Comportamiento de los grados Brix en el tiempo para el T3.
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En la figura 15 se muestra el comportamiento de los grados brix en el tiempo para el C-,
la medida inicial fue de 5.15 £ 0.10 y el dia once el valor de los grados Brix fue de 5.70

0.12.

Figura 15

Comportamiento de los grados Brix en el tiempo para el C-.
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En la figura 16 se muestra de forma comparativa, para todos los tratamientos y

controles el comportamiento de los grados Brix en el tiempo.
Figura 16

Comportamiento de los °Brix en el tiempo para las unidades experimentales propuestas.
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El comportamiento de los grados Brix muestra en general una tendencia a reducir.
Se puede observar en la figura 16 como el C+, T1, T2 y T3 pasan por una pequena
reduccion del dia 1 al dia 3 y cuando llega el dia 5 hay una baja de los grados brix mas
notable. Sin embargo, la variacion de los grados °Brix es distinta para cada tratamiento y
control, el control positivo tuvo una reduccion de 0.7 puntos, el T1 tuvo una reduccién de
0.63 puntos, el T2 tuvo una reduccion de 0.03 puntos, el T3 tuvo una reduccion de 0.3

puntos y el C- tuvo un aumento de 0.55 puntos contrariamente a los demas tratamientos.

El analisis estadistico se presenta en la tabla 7, el resultado del ANOVA indica que
en todos los tratamientos por cada dia existio diferencias significativas (p<0,05). Con la
prueba de Tukey se obtuvo que el C+ y T1 mostraron valores aproximados de solidos

soluble totales y el T2 y T3 presentaron valores similares desde el dia 7 hasta el 11. El

50
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rango en el que se encontraron los resultados de solidos solubles totales para todos los

tratamientos fue de 5 y 6 °Brix.

Tabla 7

Prueba ANOVA y Tukey para las medidas de °Brix obtenidas.

Dia
Tratamiento 1 3 5 7 9 11
° Brix
C+ 5,7AB 5,73B 5,1A 5,2AB 5,28AB 5A
T1 5,58A 5,45A 4 9A 4 93A 5A 4 95A
T2 5,6A 5,6AB 5,05A 5,4BC 5,6BC 5,48B
T3 5,95B 5,93B 5,43B 5,93C 5,95C 5,65B

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Existe poca informacién sobre el comportamiento de los grados Brix en la kombucha
durante la fermentacion, no obstante, los resultados obtenidos sobre el comportamiento de
°Brix coincide con lo que se ha reportado en estudios similares. Bueno et al. (2021)
realizaron una bebida de kombucha reemplazando el té negro por café y el comportamiento
de los grados Brix inicio en 12.83 y luego al finalizar la fermentacion se encontraba en 12.16
un comportamiento similar al presentado por el T3. En adicion, Galarza y Vizhfiay (2021)
también analizaron el comportamiento de los TDS (solidos solubles totales) y obtuvieron
que los grados brix iniciales fueron de 5.7 y al finalizar la fermentacién, 10 dias después el
valor final fue de 5.58. Guzman (2021) que en su estudio realizé una kombucha a base de
té negro, obtuvo una concentracién final de TDS de 5 en un periodo de fermentacion de 10
dias, de igual manera present6 un comportamiento similar al de este estudio en cuanto a

comportamiento desde el primer dia.

En cuanto al comportamiento del C-, en el cual los grados brix tuvieron una
tendencia de incrementar, Novillo (2021) menciona en su trabajo, donde presento este

comportamiento, que esto se debe a los productos generados por el metabolismo de las
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levaduras y bacterias presentes. La presencia de estos metabolitos causa un aumento de la

medida de los grados brix, ademas de la sacarosa que no se encuentra hidrolizada.

5.3.3. Peso drenado de SCOBY

Para cada tratamiento se midi6 el peso drenado de la estera de celulosa zoogleal o
SCOBY que se forma como subproducto de la fermentacion, este proceso se midio desde el
dia 11 debido a que es necesario que se forme una estructura sélida para poderla manipular
y pesar, y se tomo luego en el dia 17 y 24. Los resultados promedios de los pesos en gr del
SCOBY se observan en la tabla 8, donde ademas se muestra los resultados del ANOVA,
donde todos los tratamientos mostraron que al menos uno de ellos es estadisticamente

diferente (ellos p < 0,05), y el resultado de la prueba de Tukey.

Tabla 8

Prueba ANOVA 'y Tukey para las medidas de peso SCOBY obtenidas.

Dia
Tratamiento 11 17 24
Peso SCOBY
C+ 33,50B 60,00B 89,50D
T1 17,50A 21,00A 27,25A
T2 15,00A 19,75A 35,25B
T3 29,25B 55,75B 74,50C

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Ademas, se incluye en la figura 17 un grafico donde se observa el crecimiento del
SCOBY en el tiempo para cada tratamiento. Se puede apreciar que el tratamiento que
obtuvo un mayor crecimiento fue el C+ alcanzando un peso de 89.5 £ 2.52 gr al dia 24 de
fermentacion, seguido por el T3 que obtuvo un valor de 74.5 + 7.05 gr. Los tratamientos T2

y T1 presentaron un crecimiento menor de SCOBY, alcanzando el valor de 35.25+ 1.26 y
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27.25 £ 2.06 gr respectivamente. Para el dia 11 todos los tratamientos presentaron

diferencias significativas entre ellos p < 0,05.

Avcioglu et al. (2021) realizaron un estudio donde evaluaron el rendimiento de SCOBY
cambiando distintas variables que afectan su produccion para obtener el mejor tratamiento.
Uno de sus parametros evaluados fue el porcentaje de té negro que se anade a la formula y
obtuvieron que 1 % es el valor mas adecuado para tener el mejor rendimiento de SCOBY.
En este estudio solo se incorporo el 0.4 % como fuente de nitrégenos para todos los
tratamientos por lo que se podria considerar aumentar dicho valor para incrementar el

crecimiento de SCOBY en el tiempo.

Son muchos los factores que influyen en el crecimiento del SCOBY como se ha
mencionado anteriormente y lo reafirman varios autores (Alkhalifawi y Hassan 2014,
Avcioglu et al. 2021). Sin embargo, en este estudio se pudo observar que el C+ y T3, los
cuales tuvieron los crecimientos mas favorables de SCOBY, tuvieron una coloracion café
oscuro mientras que los tratamientos T1 y T2 presentaron una coloracién verde
transparente y mostraron un menor crecimiento de SCOBY, las diferencias de crecimientos
son considerables y es importante establecer que el factor color puede ser una de las
variables mas importante para el desarrollo del SCOBY. En una revision bibliografica no se
encontré un estudio que demuestre que el SCOBY es fotosensible, sin embargo, todas las
metodologias recomiendan realizar la fermentacion lejos de la luz directa del sol (Laavanya
et al. 2021, Coelho et al. 2020, Chakravorty et al. 2016, Santos 2016, Jayabalan et al. 2016,
Harrison y Curtin 2021, Jayabalan et al. 2014) y, de acuerdo a los resultados de este
estudio, se debera dar a la kombucha un color café oscuro, para obtener mejores
rendimientos de SCOBY, por supuesto es necesario realizar un estudio sobre la

fotosensibilidad de la kombucha para poder confirmar este punto.
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Figura 17

Comportamiento del peso de SCOBY (gr) en el tiempo para las unidades experimentales

propuestas.
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5.4. Analisis sensorial

Los atributos analizados fueron aroma, color, textura, sabor, dulzor, residual de sabor y
precepcion global. De acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis realizada a los resultados
(tabla 9) se puede observar que en todos los atributos analizados al menos una de las
muestras fue estadisticamente diferente que las otras. En la tabla se incluyé la comparacién
entre cada uno de los tratamientos para establecer cuales no presentaban diferencias
significativas. En adicién, se incluye en la figura 18, un grafico radial donde se observa las
medias obtenidas del resultado del analisis sensorial. Se puede apreciar que los
tratamientos se encuentran en un rango entre la neutralidad y la escala positiva de atributos.
De acuerdo con el atributo de percepcion global se puede inferir que el tratamiento que mas
gusto a los panelistas fue el T1, seguido del C+, T3 y T2. Aunque T1 no presento diferencia

significativa con el control, si hubo diferencia significativa (p < 0,05) comparado con T2y T3.
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En cuanto a los comentarios de los evaluadores, algunos gustos C+ y el T1 hicieron énfasis
en que les parecio refrescante y que la sensacién avinagrada estaba en el punto correcto,
mientras que otros evaluadores para el T2 mencionaron que le faltaba sensacion

avinagrada.

De acuerdo con la figura 18 se considera que todas las bebidas tuvieron una calificaciéon
aceptable en todos sus atributos. Es importante recalcar que en este estudio solo se realizd
la primera fermentacién de la kombucha y la segunda fermentacion es la que usualmente le
da a la bebida un sabor mas aceptado dentro de nuestra poblacién, al incluirse sabores
frutales e incluso azucar a la bebida. Esto lo menciona Jayabalan et al. (2016) en su
revision donde asegura que durante la segunda fermentacion es cuando la bebida toma un

sabor mas agradable.

IvaniSova et al. (2019) en su estudio elaboraron una kombucha tradicional con té negro
y sacarosa como sustrato y realizaron un analisis hedoénico de 9 puntos, en sus resultados
obtuvieron una gran aceptacién del producto y fue descrito por la mayoria de panelista
como una bebida de sabor fresco y agridulce, aunque algunos la describieron como dulce.
En comparacién con este estudio los panelistas encontraron la bebida refrescante y a la

mayoria les gusto el nivel de dulzor porque no se sentia el dulce de la bebida.



Tabla 9

Promedios obtenidos de la prueba heddnica realizada a los tratamientos y al C+.
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Tratamiento

T1

T2

T3

Atributo
Aroma Color Textura Sabor Dulzor Residual - Percepcio
sabor n Global
Promedio
3,36AB 3,56A 3,73BC 3,73B 3,93B 3,77BC 3,83AB
3,60B 3,96B 4.10C 4,07B 4,20B 3,93C 4,27B
2,93A 3,10A 3,33AB 3,16A 3,30A 3,30AB 3,36A
3,00A 3,20A 3,10A 3,13A 3,27A 3,13A 3,40A

Nota: Promedios con una letra comun no son significativamente distintos (p > 0,05)

Figura 18

Resultado del analisis sensorial presentado en un grafico radial comparativo de cada

tratamiento y C+.

Percepcion Global

Residual sabor

Color

Analisis sensorial

Dulzor

Textura

Sabor

e T¢é negro
Guanabana
e (GUayusa

— Café
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Capitulo V

6. Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

Las infusiones de guanabana, guayusa y café funcionan como sustratos para la
obtencion de la bebida kombucha y de su subproducto SCOBY, esto se lo demostro
al observar el comportamiento descendente del pH en los tratamientos.

Los mejores tratamientos para el crecimiento de SCOBY se dieron en el sustrato
tradicional, te negro, y en el café. Los tratamientos de guayusa y guanabana si bien
son buenos medios para la fermentacion y obtencion de kombucha, el crecimiento
de SCOBY es lento para obtener buenos rendimientos.

De acuerdo con el analisis sensorial el tratamiento que mas gusto de forma global a
los panelistas fue el T1, aunque no tuvo diferencia significativa con el C+. De igual
manera, los demas tratamientos tuvieron una aceptacién superior a la escala neutral
lo que demuestra que los tres tratamientos tienen potencial de ser utilizados para la

elaboracion de kombucha.

Recomendaciones

Es importante realizar un perfil metabolémico de cada una de las bebidas obtenidas
con los sustratos propuestos, de esa manera se podria conocer con mayor
seguridad que efectos beneficios a la salud brindaria cada bebida y que
componentes bioactivos se encuentran disponibles.

No hay referencias sobre el por qué la formacion del SCOBY fue diferente en dos
tratamientos, se podria también realizar un analisis de los microorganismos que
crecen en cada sustrato y de esa manera conocer el distinto comportamiento del

crecimiento de SCOBY.
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7.2.3. SCOBY y té resultante del tratamiento 2
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7.2.5. SCOBY y té resultante del C+
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7.2.6. Hoja de andlisis sensorial entregada a los panelistas

301022, 12z Evaluacién sansonal Kombuche

Evaluacioén sensorial Kombucha

iHolal. Por favor ayddame respondiendo las siguientes preguntas, Recuerda seguirlas
instrucciones recibidas por la persona a cargo.

*Obligatario

Acerca del producto que vas a degustar

Was a degustar cuatro productos realizados con el cultivo SCOBY gue se utiliza para elaborar
la kombucha. Estos productos se realizaron con diferentes infusiones herbales y queremos
conccer W percepeion de cada uno.

Datos generales

1. Género*
Marca solo un dvalo,

_Masculino
) Femenino

Otro:

2. Edad~*
Marca solo un dvalo.
O Menor de 20 afios
) De 21 a 30 afios
De 31 a 40 anos

~ Dedl a 50 afos

[ ) De 50 en adelante

https:docs google.comtformeid'18_AR1hO0xsFIFODEIGNKNUTXE(C 1N dy6 S0 EzFOledit 1710
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3.  iEs consumido de kombucha? *

Marca solo un dvalo,

"

CEl

Mo

Frente a usted tiene cinco muestras, cuatro rotuladas con una
serie de tres digitos en vasos transparentes ¥ Una con agua en
un vase blanco.

Paor favor proceda a degustar de izguierda a derecha

Instrucciones enjuagando el paladar con agua entre muestra y muestra.

para el Usted debe contestar una serie de preguntas para cada
andlisis muestra rotulada. por lo que debe finalizar una evaluacidn para
sensorial continuar a la siguiente muestra.

Recuerde puede enjuagar el paladar las veces gue sea
necesario, sin embargo debe tomar al menos la mitad de |a
muestra codificada.

Comportamiento a seguir antes, durante y después de |a evaluacion sensorial

Antes

Durante

Daspués

-No consumir alimentos o
lavarse los dientes, al menos

-Leer atentamente las
instrucclones y seguir las

-Mo discutir impresiones
personalas de la evaluacidn

una hora antes de la| indicaciones dadas con otros panelistas
evaluacidn. -Evitar juicios y prejuicios
Mo tomar café, mascar | -Bvitar comnwversar  entre
chicle o fumar antes de la | panelistas
evaluacion -Preguntar al encargado ante
cualguier duda

Por faver sefiale las respuestas que describan cada atributo de
evaluacion sensorial de acuerdo con la siguiente escala de 1 al 5.

Andlisis 1. Me disgusta mucho
sensorial 2. Me disgusta

muestra 3. Mo me gusta ni me disgusta
954 4. Me gusta

5. Me gusta mucho

hitps:iidecs. google comiformaid’18_AR1hCdxs FIFODEISnKNUTXEXC ThNF dyG50DVEzPOedit

2M0
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4, Atributo *

Marca solo un dvalo por fila,

3. Atributo *

Marca solo un dvalo por fila,

g
0
0
0
0
0

6. Atributo*
Marca solo un dvalo por fila,

3 4 3 2 1

A

Textura (C 'C: L '-.:J .,

7. Atributo *

Marca sole un dvalo por fila,

Sabor (O (o (O (o (D

8. Atributo *

Marca solo un dvalo por fila.
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§.  Atributo *
Marca solo un dvalo por fila.

5 4 3 2 1

Residual desabor - o O O

10, Atributo *
Marca solo un dvale por fila
5 4 3 2 1

Percspaiéngkobdl () () (O (O ()

S— L o

11.  Comentario

Par favor sefiale las respuestas que describan cada atributo de
evaluacian sensorial de acuerdo con la siguiente escala de 1 al 5.

Andlisis 1. Me disgusta mucho
sensorial 2. Me disgusta

muestra 3. Mo me gusta ni me disgusta
431 4. Me gusta

5. Me gusta mucho

12.  Atributo *

Marca solo un dvalo por fila.

htpsiidocs.google comformaid’18_ARThOOxsFIFODEIENKNUTENCH T hNA dyS5DVEz PO edit
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13.  Atributo *

Marca solo un dvalo por fila.

5 4
Cobr () O o 0

14, Atributo *
Marca solo un dvalo por fila.

5 4 3 2 1

Tedwa () (O Lo o O

15.  Atributo *
Marca solo un dvale por fila.

5 4 3 2 1
Sabor () () (O O (0

16, Atributo *
Marca solo un dvalo por fila.

5 4 3 2 1

Dudzor () (O o L 0

17.  Atributo *
Marea solo un dvalo por fila.

2 4 3 2

Residual de sabor | ) ) ) )

hitps:\fdocs. google.comiforma’d' 18_AR1hOIxsFIFODEISnKNUTXE(CH hNF dy6SDVEzZP Cladit
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18.  Atributo *®
Marca solo un dvalo por fila.
5 4 3 2 1
Percepcionglobal () O O ()

19.  Comentaric

Par favor sefiale las respuestas que describan cada atributo de
evaluacidn sensorial de acuerdo con la siguiente escala de 1 al 5.

Andlisis 1. Me disgusta mucho
sensorial 2. Me disgusta

muestra 3. No me gusta ni me disgusta
576 4. Me gusta

5, Me gusta muche

20. Atributo *

Marca solo un dvalo por fifa.

21.  Atributo *
Marca solo un dvalo por fila.

5 4 3 2 1

hitps:idocs, google comforma’d!18_AS1hOOxs FIFODEIGNKNUTXE(C 1 hNF dy6S 0 BzPC'edit
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22, Atributo *

Marca solo un dvalo por fila.

5 4 3 P 1
Textura | ) D - D D

23.  Atributo

Marca solo un dvalo por fila,

& 4 3 2 1
Sabor () (O Co OO )
24.  Atributo *
Marca solo un dvale por fila,
] 4 3 2 1
bdzor () o o )

25 Atributo *
Marca solo un dvalo por fila.

5

75

4
Residualdesabor (0 (o () ()

26.  Atributo *
Marca solo un dvalo por fila.

5

4
Percepcionglobll (0 (O ()

hitpsidocs.google comformaid! 1 8_ASThOOxsFIFQDEIGNKNUTEELCH N dyGS DV Ez PG edit
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27. Comentario

Por favor sefiale las respuestas que describan cada atributo de

evaluacian sensorial de acuerdo con la siguiente escala de 1 al 5.

Anélisis 1. Me disgusta mucho
sensorial 2. Me disgusta

muestra 3. Mo me gusta ni me disgusta
723 4. Me gusta

5. Me gusta muchao

28.  Atributo *

Marca solo un ovalo por fila.

29. Atributo *

Marca solo un dvalo por fila.

30. Atributo *

Marca solo un dvalo par fila.

E
-
S
-
A
~
L
b

hittps:ifidocs google comformal’d' 1 8_AS1hCIxsFIFODEISNKNUTXEXC 1hNF dyGS0VEzZP Cledit
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3. Atributo *
Marca solo un dvalo por fila.

4 3
sbor () (O (O (O (D

—

32, Atributo *

Marca solo un dvalo por fila,

33.  Atributo *

Marca solo un dvale por fila.

5 4 3 2 1
Residualdesabor () () () () (0
34,  Atributo *
Marca solo un dvalo por fila.
3 4 3 2 1
Percepciénglobd ) () (O O ()

35. Comentario

iMuchas gracias por tu ayudal
Recuerda retirar tu premio por tu ayuda,

hitpes:idocs. google.comformald 18_AR1 hO0xsFIFODEIENKNUTEELC 1hNE dyGS0YBz PO edit
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Este cantenidn no ha sido creado nl aprobado por Googhe,

Google Formularios
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