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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar de la viabilidad del Acetobacter aceti y Saccharomyces
cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi para una posible aplicacién en la agroindustria,
mediante la utilizacion de tres sustratos, por lo que se desarroll6 un medio metabolico para el
crecimiento del Medusomyces gisevi con la utilizacion de té verde (Camellia sinensis), café
(Coffea arabica L) y canela (Cinnamomum verum), se realizaron pruebas fisico quimicas para el
producto de pH, acidez y % de alcohol a las 0,24,48,72,96 y 120 horas después de la inoculacion,
presentando valores de alcohol entre 0.3 y 0.8, un descenso en el valor del pH y un aumento en
los valores de la acidez, excepto en el elaborado con Cinnamomum verum . Para el analisis
estadistico se utiliz6 un disefio completamente al azar con arreglo bifactorial, dando un resultado
altamente significativo en los tratamientos realizados con Camellia sinensis yCoffea arabica L,
en donde se desarrollaron el Saccharomyces cerevisiae en un lapso de 24 a 48 H, asi se produce
el alcohol necesario para que el Acetobacter aceti se pueda desarrollar, presentando un mayor
crecimiento en el caso del tratamiento con Camellia sinensis, que en el caso de Saccharomyces
cerevisiae tiene un crecimiento de 73UFC/mL analizado y el Acetobacter aceti un crecimiento de
200 UFC/mL a las 120 H. Se concluye que el mejor sustrato para la elaboracién de la simbiosis
de kombucha, se desarrollé con Camellia sinensis, por las condiciones que presenta y sirve como
alimento para el desarrollo de los microorganismos. Se recomienda aplicar procesos tecnol6gicos
agroindustriales, para la elaboracion de la bebida de Kombucha ya que de esta forma se puede
colocar un nuevo producto en el mercado y darle mayor tiempo de vida til sin que pierda sus

caracteristicas.

Palabras clave: <SIMBIOSIS>, <VIABILIDAD>, <MICROORGANISMOS>, <HONGO
KOMBUCHA (Medusomyces gisevi)>, <TE VERDE (Camellia sinensis)>, <CAFE (Coffea
arabica L)>, <CANELA (Cinnamomum verum)>, < Acetobacter aceti >, < Saccharomyces

cerevisiae>.
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ABSTRACT

The objective of the study was to determine the viability of Acetobacter aceti and Saccharomyces
cerevisiae present in Medusomyces gisevi for a possible application in agribusiness, through the
use of three substrates, so a metabolic medium for the growth of Medusomyces gisevi was
developed with the use of green tea (Camellia sinensis), coffee (Coffea arabica L) and cinnamon
(Cinnamomum verum), physical and chemical tests were carried out for the pH product, acidity
and % of alcohol at 0,24,48,72,96 and 120 hours after inoculation, presenting alcohol values
between 0,3 and 0,8, a decrease in the pH value and an increase in the acidity values, except in
that made with Cinnamomum verum. For the statistical analysis, a completely randomized design
with a bifactorial arrangement was used, giving a highly significant result in the treatments carried
out with Camellia sinensis and Coffea arabica L, where Saccharomyces cerevisiae were
developed in a period of 24 to 48 H, thus the alcohol necessary is produced so that the Acetobacter
aceti can be developed, showing greater growth in the case of treatment with Camellia sinensis,
which in the case of Saccharomyces cerevisiae has a growth of 73 UFC / mL analyzed and
Acetobacter aceti a growth of 200 UFC / mL at 120 H. It is concluded that the best substrate for
the preparation of kombucha symbiosis, was developed with Camellia sinensis, due to the
conditions it presents and serves as food for the development of microorganisms. It is
recommended to apply agro-industrial technological processes for the preparation of the
Kombucha beverage since in this way a new product can be placed on the market and give it a

longer shelf life without losing its characteristics.

Keywords: <SIMBIOSIS>, <VIABILITY>, <MICROORGANISMS>, < KOMBUCHA
FONGUS (Medusomyces gisevi) », <GREEN TEA (Camellia sinensis)>, <COFFEE (Coffea
arabica L)>, <CINNAMON (Cinnamomum verum)>, <Acetobacter aceti>, <Saccharomyces

cerevisiae>.
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INTRODUCCION

La escasa eficiencia en los procesos productivos de bebidas nutritivas o bebidas alcohdlicas, es
uno de los grandes problemas en la implementacién de nuevos productos o negocios; el problema
principal radica en el control de las reacciones quimicas que se producen y en el comportamiento
de los sustratos que en la mayoria de casos son organicos y que pueden presentar reacciones que

no son faciles de controlar en la produccidn.(Fontana, 2011 pég. 12).

El uso de microorganismos como sustratos en la produccion de bebidas ha sido ampliamente
estudiado por la humanidad; como resultado de esto mayormente en la industria se han utilizado
levaduras; pero estas producen la fermentacién total de las bebidas azucaradas con lo que
producen etanol y se dan bebidas alcohdlicas; pero en ocasiones que no se quiere una

fermentacidn total de los azucares y no se puede utilizar este sustrato, (Dufresne, 2010 pég. 21).

Otro de los problemas que se enfrentan la produccion de bebidas nutracéuticas son las
caracteristicas de sabor; textura y otras consideraciones organolépticas de las bebidas; esto
ocasiona que la seleccion de los aditivos que se utilicen sea decisiva al momento de elaborarlas;
esto ademas ocasiona que los gastos de produccién aumenten y que las propiedades nutritivas de

las bebidas disminuyan; ya que los aditivos por lo general incluyen azucares, (Brado, 2017 pag. 34).

Ademas la produccion de bebidas como té u otras bebidas ancestrales siempre han tenido en el
Ecuador una connotacion tradicional, por lo que los esfuerzos de investigar maneras de
produccion industrial son escasos; llegando asi a considerar como bebidas de las comunidades o
pueblos que la producen y no siendo consumidas en otras comunidades o en ciudades mas

grandes, (Bellozo, 2013 pég. 58).

La escaza industrializacion y la dificultad de controlar los procesos de produccion han dado como
resultado que los productores no apuesten a sistemas alternativos de produccion; asi como
también no se dé un cambio en los habitos de consumo; que muchas veces solo se incluyen
bebidas azucaradas sin ningun valor nutritivito, lo que afecta a la salud de los consumidores y que
conlleva a la aparicion de enfermedades como obesidad, colesterol alto entre otras enfermedades

relacionados con los habitos de alimentacion de la poblacién, (Gomez, 2017 pag. 45).

Segln datos del (INEC, 2018); las plantaciones de té en el Ecuador ocupan alrededor de 80

hectareas, las cuales se encuentran en las zonas de la region amazonica especialmente en las



provincias de Pastaza y Morona Santiago; el 95% de la cosecha es utilizado para la produccién
de té empaquetado; mientras que el restante 5% es utilizado para la produccion de bebidas
azucaradas a partir del té, el cual tiene mayor valor comercial pero necesita de una inversion

mayor, (Calonge, 2003 pag. 12).

Por lo cual es necesario la inclusion de nuevos métodos de produccion para aumentar la eficiencia
en la produccién de bebidas a partir del té; ademas de otorgarle mejores caracteristicas para que
esta bebida pueda tener la aceptacion de los consumidores y pueda competir con las bebidas que
existen en la actualidad; por lo que es necesario la inclusion de nuevos sustratos que cambien la

composicidn y caracteristicas nutricionales,(Gomez, 2017 pag. 45) .

Otra de las propiedades que presenta el té de kombucha es ser uno de los productos de la
fermentacidn caseros que contienen organismaos vivos activos capaces de regenerar la microbiota
amiga en el organismo, sobre todo en el aparato digestivo y regenerar las defensas, ademas de
muchas otras propiedades que revelan los beneficios de su consumo regular; esto ayuda a
controlar los problemas que existe en el aparato digestivo y a procesar mejor los alimentos que se

consumen mejorando de manera significativa la salud de las personas, (Brado, Patrick, 2017).

Dado que es una tecnologia ancestral, la produccidon de té de kombucha no requiere condiciones
especiales, o inversion en maquinarias y equipos; esto hace que el proyecto sea viable y si se logra
obtener una técnica para la obtencion de esta bebida de alta calidad se generara ganancia en los
productores de té; ademas de que se puede comercializar la bebida en un nicho en el que no han
incursionado otras bebidas ya que no tienen las propiedades nutritivas ni farmacolégicas del té de

kombucha. Por lo expuesto anteriormente los objetivos fueron:

Desarrollar un sustrato In-vitro que sirva como medio metabdlico de crecimiento para el

Medusomyces gisevi.

Utilizar y caracterizar como medios de sustrato al té verde (Camellia sinensis), café (Coffea

arabica L) y canela (Cinnamomum verum).

Determinar la viabilidad del Acetobacter aceti y el Saccharomyces cerevisiae en los distintos

sustratos empleados.

Evaluar el mejor sustrato como medio éptimo de crecimiento en el tiempo, para el Acetobacter

aceti y el Saccharomyces cerevisiae, como alternativa en nuevos procesos agroindustriales.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Hongo kombucha

El hongo Kombucha es conocido como el Divino Tsche, debido a sus propiedades méagicas, ha
sido consumido desde el afio 220 a. de C. en Manchuria durante la dinastia Tsin (Roche J, 1998). En
414 el Dr. Kombu lo llevé a Corea y Japon para tratar los problemas gastrointestinales del
emperador. A través de los distintos viajeros llegaria a Rusia y Europa, y de alli seria conocido
por todo el mundo. (Calonge, 2014 pag. 71).

Hay varias hipotesis sobre el origen del nombre, la primera dice que el fisico coreano que trat6 al
emperador de Japon se llamaba Kombu y de ahi pudo derivar el nombre, y la segunda y mas

aceptada es que la palabra kombucha, deriva de otras japonesas: Kombu (alga) y cha (té), (Dufresne,
2010 pag. 70).

Para que el hongo Kombucha pueda reproducirse, es necesario que el medio tenga la cantidad
suficiente de azlcar y se recomienda usar hojas de té negro para gque se reproduzca mas rapido.
Algunos autores reportan que la adicion de teofilina y teobromina al medio estimula el

crecimiento del hongo, (Stevens, 2002 péag. 132).

Los productos de fermentacion identificados han sido distintos acidos (lactico, acético, glucénico
y glucuronico) etanol y glicerol. También se han detectado vitaminas, antibiéticos y aminoacidos.
La concentracion de estos productos dependera del tiempo y del lugar en el que se lleve a cabo la

fermentacidn, (Ermito, 2014 pag. 74).

La exploracién cientifica de los hongos comenzé en la década de 1950, con el Instituto
Bacterioldgico de Moscu (como parte de sus proyectos de investigacion del estudio del cancer en
todo el pais). Descubrieron que no era un solo organismo sino una colonia simbidtica de varias
bacterias y levaduras con vias metabolicas altamente complejas y sofisticadas, (Fontana, 2011 pag.
35).

Este grupo de organismos muestra un efecto antibidtico distinto a través de la presencia de &cido
Gsnico que esta presente en algunos liquenes. También existen evidencias de que el &cido Usnico

puede desactivar ciertos grupos de virus. Como dato curioso en la historia del hongo medicinal,



se comenta que los cientificos rusos realizaron un profundo estudio para detectar la incidencia de
cancer en todos los distritos de la URSS (Unién de Republicas Socialistas Soviéticas actualmente
Rusia), y fue el caso en las Montafias Urales Occidentales, que dificilmente se registraban casos
de cancer, (Brado, 2017 pag. 23).

1.2. Descripcion del Kombucha

El Kombucha es una bebida no alcohélica fermentada, tradicional con una historia de miles de
afios, la misma que se prepara fermentando el té negro endulzado con el cultivo orgéanico de
Manchurian fungus, que es una simbiosis de bacterias (Acetobacter spp y Gluconobacter sp) y
levaduras (Saccharomyces spp), (Calvo, 2013 pag. 67).

Se denomina Kombucha tanto al fermento madre utilizada como a la bebida resultante, sin
embargo, vamos a llamar a cada cosa por su nombre y desighar como Kombucha a la madre
productora del fermento y como té de Kombucha a la bebida resultante. Frecuentemente se lo
Ilama hongo, debido a su aspecto y textura, pero la Kombucha no es un hongo, sino una colonia

de bacterias y levaduras que viven en simbiosis, (Gomez, 2017 péag. 78).

El té de Kombucha es una bebida de té azucarado fermentado con Manchurian fungos, dicho té
esta compuesto de dos porciones: la capa flotante de celulosa y el caldo liquido agrio. Inicialmente
comienza siendo una pelicula gelatinosa transparente, que pronto se va opacando por los bordes
hasta llegar a cubrir toda la superficie del liquido, adquiriendo asi una forma redonda,
dependiendo del borde del recipiente. Mientras se degrada el azlcar, el té se vuelve acido, como
productos de dicha degradacion se obtienen ciertos &cidos y enzimas responsables del sabor

caracteristico y de sus efectos benéficos, (Lajolo, 2002 pag. 67).

1.2.1. Utilidad de kombucha

Opiniones que destacan las ventajas del t¢ Kombucha sobre todo en humanos, como regulador
del sistema digestivo, alivia dolencias a consecuencia de artritis mantiene saludable a la piel.
Kombucha por ser un fendmeno tipo sidra es bebida agradable que se utiliza como bebida anti
sed, su consumo tiene la ventaja porque se ingiere los 3 microorganismos integrantes vivos tanto
de hongos como bacterias a quienes los cientificos atribuyen influencia positiva en el sistema

digestivo, (Gomez, 2017 pég. 56).



Otra cualidad atribuible a la kombucha es su accion sobre la artritis, pues sus altos niveles de
glucosamina, siendo esta la sustancia que mantiene las articulaciones saludables, promueve la
produccion de acido hialurénico en el organismo, este &cido ayuda a su vez a preservar la
estructura de los cartilagos, reduciendo el dolor que se produce en las articulaciones a causa de
esta enfermedad. Pues este &cido mantiene lubricada las articulaciones y los tejidos conectivos

del cuerpo permitiendo que los mismos sean flexibles, (Stevens, 2002 pag. 98).

Conocido como “el té de la inmortalidad”, el té kombucha prometia longevidad y bienestar. Hoy
en dia, el té kombucha es apreciado por su alto contenido de vitaminas, sobre todo vitaminas del
grupo B, por sus propiedades probioticas y porque facilita la digestion, entre otros beneficios
para la salud intestinal y la salud en general. El té kombucha se puede consumir solo como una
bebida refrescante, combinado con zumo de fruta o con cualquier bebida y también como
ingrediente en aderezos para ensaladas, en salsas y en adobos dulces y salados. EI kombucha tiene
un ligero sabor agridulce y crea una sensacion de hormigueo en la boca. Cuanto méas tiempo se
fermenta el té (hasta 4 semanas), su sabor recordara al vinagre. Para conseguir un sabor mas dulce

el periodo de fermentacion debe ser méas corto (5-10 dias), (Calvo, 2013 péag. 23).

1.3. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es una levadura, un hongo unicelular, del grupo de los ascomicetos.
Este grupo incluye a mas de 60000 especies, entre ellas las trufas, las colmenillas o el Penicillium,
el hongo que produce la penicilina, pero también a hongos patogénicos tanto de plantas como de
animales, el méas conocido de los cuales es Candida. En la naturaleza se encuentra sobre sustratos

ricos en azlcares o en los exudados y savias dulces de algunas plantas, (Bacardit, 2012 pag. 1).

Levadura es un nombre genérico gque agrupa a una variedad de hongos, incluyendo tanto especies
patogenas para plantas y animales, como especies no solamente inocuas sino de gran utilidad. De
hecho, las levaduras constituyen el grupo de microorganismos mas intimamente asociado al

progreso y bienestar de la humanidad, (Jaramillo, 2016 pég. 87).

Algunas especies de levaduras del género Saccharomyces son capaces de llevar a cabo el proceso
de fermentacién, propiedad que se ha explotado desde hace muchos afios en la produccion de pan
y de bebidas alcohdlicas, y que a su vez ha inspirado un sinnimero de obras de arte que ensalzan
al Dios del vino y a aquellos que disfrutan su consumo, EI nimero de bacterias acéticas
usualmente presente en el jugo fermentado es pequefio y a menudo son del tipo indeseable o

inactivo(Gonzalez, 2010 pag. 23).
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En 1897, los hermanos Hans y Edward Buchner obtuvieron extractos libres de células moliendo
levadura para pan con granos de arena, a los cuales adicionaron grandes cantidades de azlcar de
cafia para evitar su posible contaminacion. Para su sorpresa, encontraron que el azlcar se
fermentaba rapidamente: por primera vez se habia descubierto un modelo para el estudio de la
fermentacidon alcohdlica en un sistema carente de células. Este descubrimiento atrajo la atencion
de los bioquimicos, que decidieron analizar cada uno de los pasos que conducian a la produccion
de etanol y bioxido de carbono a partir de la glucosa., (Alimentos funcionales una hostoria con mucho

presente y futuro , 2005 pag. 45).

Este trabajo implico el esfuerzo de muchos cientificos y dio como resultado el descubrimiento y
descripcion del metabolismo del carbono; algunas de las vias metabdlicas que conocemos
actualmente, llevan los nombres de los cientificos que participaron en este trabajo, como Embden
y Meyerhof. La via metabolica que permite la utilizacion de glucosa fue la primera ruta
metabdlica descrita, y la metodologia empleada para lograrlo se utiliz6 para el estudio posterior
de otras vias que constituyen el metabolismo celular, (Calvo, 2013 pag. 78).

1.4. Acetobacter

El Acetobacter, un género de bacterias aerdbicas que utiliza como sustrato el alcohol para originar
acido acético. Estas bacterias a diferencia de las levaduras productoras de alcohol, requieren gran
cantidad de O; para su crecimiento y actividad. El proceso metabdlico se basa en la conversion
del etanol en acetaldehido (Rx catalizada por la enzima alcohol deshidrogenasa) y del

acetaldehido hidratado en &cido acético por la accién de la enzima acetaldehido deshidrogenas,
(Martinez, 2009 pég. 1).

El Acetobacter es un género de bacterias gram negativas que abarca una gran cantidad de especies,
muchas de ellas de importancia comercial. Fue descrito por primera vez en 1898 por el
microbiélogo holandés Martinus Beijerinck, Asi mismo, estas bacterias son aerdbicas obligadas.
Debido a esto, para desarrollarse deben estar obligatoriamente en un ambiente en el que haya una

amplia disponibilidad de oxigeno, (Sreeramulu, 2014 pag. 65).

Las bacterias que lo conforman son pleomorficas, pudiendo tener forma de bastones u ovoide.
Ademas, se caracterizan porque tienen la capacidad de producir &cido acético a partir de etanol.
Esta es una habilidad que ha sido explotada por el hombre a nivel comercial, en la produccién de

vinagre y de una amplia variedad de productos derivados de este. (Artemio, 2017 pag. 1).



La fermentacién acética necesita de microorganismos como son las bacterias que llevan a cabo
la oxidacion y transformacion de Alcohol Etilico. Tienen la capacidad de producir &cido acético
a partir de etanol, habilidad que ha sido explotada por el hombre a nivel comercial, en la
produccion de vinagre y de una amplia variedad de productos derivados de este.En los tipos de
fermentaciones de alimentos encontramos a la fermentacion acética la cual necesita
de microorganismos como son las bacterias que llevan a cabo la oxidacion y transformacion

de Alcohol Etilico, (Artemio, 2017 pag. 34).

1.5. Que es la fermentacion

La fermentacion es un proceso que degrada moléculas para transformarlas en otras moléculas mas
simples. En la elaboracion del pan las levaduras transforman el almidon (un azicar complejo)
en glucosa. Lo hacen mediante la enzima amilasa (otras enzimas: glucosidasas Yy

amiloglucosidasas), (Calvo, 2013 pag. 34).

La mayor parte de los azlcares que desdobla la levadura los utiliza la propia levadura para vivir
y desarrollarse, y otra parte quedan en la masa del pan, dandole parte de su sabor y el color dorado
del horneado. En el proceso de fermentacion se producen unos desechos, (Bellozo, 2013 pag. 45):

e Alcohol (por eso se dice que la fermentacion de la levadura es alcohdlica). Este

alcohol (concretamente etanol) se evapora durante el horneado.

e Diodxido de carbono o CO2, gas que “infla” la masa, en forma de burbujas. También el CO2

se elimina en el horneado.

e Y también produce calor (si se fijan, una masa de pan al fermentar genera un calor propio).

La fermentacion ocurre de forma natural cuando el azlcar entra en contacto con ciertas variedades
de levaduras y bacterias. Las bacterias y levaduras conviven en una “comunidad” simbidtica, lo
cual significa que tienen una relaciéon de dependencia mutua conocida como Cultivo Simbidtico

de Bacterias y Levaduras (conocido como SCOBY, su acronimo en inglés).

Algunas bacterias y levaduras que se asocian con la fermentacién del kombucha son:
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Tabla 1-1: Bacterias y levaduras asociadas con la fermentacion del Kombucha.

Tipo de microorganismo DEFINICION
Bacterias
Acetobacter Una bacteria aer6bica que produce 4acido acético y 4cido

glucénico. Dos tipos de esta bacteria que suelen aparecer en

kombucha son acetobacter xylinoides y acetobacter ketogenum

Lactobacillus

Otra bacteria aer6bica que puede aparecer en kombucha, aungque

no siempre. Produce 4cido lactico

Gluconacetobacter

una bacteria anaerdbica que se encuentra exclusivamente en el

kombuchaensis

kombuchae kombucha. Se alimenta de nitrégeno que procede del té y produce
acido acético y acido gluconico.

Levaduras

Saccharomyces una variedad de levaduras que producen alcohol y son las mas
comunes en el kombucha. Tienen derivados aerdbicos y
anaerdbicos

Brettanomyces otra variedad de levadura que se encuentra con frecuencia en el
kombucha. Produce alcohol o 4cido acético y puede ser aer6bico
0 anaerobico

Zygosaccharomyces Esta levadura se encuentra solo en el kombucha. Produce alcohol

y carbonacion.

Fuente: (Calonge, 2014 pég. 34)

Realizado por:RICAURTE, Andrés,2020.

Se llama fermentacion a un proceso de oxidacion incompleta, que no requiere de oxigeno para

tener lugar, y que arroja una sustancia organica como resultado. Es un proceso de tipo catabdlico,

es decir, de transformacion de moléculas complejas a moléculas sencillas y generacion de energia

quimica en forma de ATP (Adenosin Trifosfato), (Carminiano, 2019 pag. 23).

Durante el proceso de la fermentacion del kombucha, la SCOBY hace que el azlcar se

descomponga en &cidos, vitaminas, minerales, enzimas y diéxido de carbono, lo cual aporta el

efecto gaseoso al té. Es decir, el azcar alimenta a las bacterias y levaduras para que fermenten el

té y, por lo tanto, el kombucha no contiene azucar o tiene un nivel muy bajo, aproximadamente

1-2 g de azucar por vaso. Cuanto mas se deja fermentar, més bajos son los niveles de aztcar. Hay

tres factores fundamentales para una fermentacion exitosa:
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e Temperatura ambiental: las temperaturas muy elevadas aceleran la actividad de las bacterias
y levaduras y también el proceso de fermentacion, mientras temperaturas muy bajas lo hacen
mas lento, alterando el sabor. La temperatura ideal para la fermentacion es de entre 20-27°C.

e Oxigeno: el flujo de aire es necesario para facilitar el proceso de fermentacion. Se aconseja

fermentar el kombucha en un recipiente con una tapa de tela permeable.

e Area de superficie del liquido: cuanto mayor es la superficie del liquido, més espacio tienen
las moléculas para agitarse y, por lo tanto, mas rapido se produce la fermentacion. Lo ideal
seria una superficie de 5-8 cm.

Lo ideal es conseguir una fermentacion gradual y controlada para evitar que el kombucha tenga
un sabor muy avinagrado. jCogerle el truco requiere mucha préactica!Productos que resultan del
proceso de fermentacion del Kombucha incluyen: acido glucénico, acido acético y fructosa.

1.6. Procesos de fermentacion

Hay que recalcar que todavia no se han efectuado cambios redox, puesto que las- tres reacciones
se realizan sin ninguna transferencia de electrones, aunque se han empleado dos enlaces fosfato
de altas energias provenientes del ATP. La primera reaccion de oxidacion tiene lugar en la
conversion del gliceraldehido-3-fosfato en acido 1,3- difosfoglicerido, (Brado, Patrick, 2017 pég. 47).

En esta reaccién la coenzima NAD acepta dos electrones y se convierte en NADH, mientras que
el fosfato inorganico se convierte en forma organica (quimicamente se dice que el fosfato ha sido
esterificado) constituyendo de esta manera base de la fosforilacion del sustrato y la formacion del

ATP, como reaccién mas importante en los organismos vivos, (Dufresne, 2010 pég. 78)

En la fermentacion completa se emplea dos moléculas de ATP para fosforilacién del aztcar y se
sintetiza cuatro moléculas de ATP (dos por cada fragment6 de tres carbonos). con que la ganancia
neta es dos moléculas de ATP por moléculas de glucosa fermentada. Puesto que el valor
energético de un enlace de alta energia de ATP es de cerca de 7,4 kcal/mol y se liberan 57 kcal
de energia por molécula de glucosa, durante la fermentacion alcohélica; cerca del 26% de la
energia liberada durante la oxidacion de glucosa se mantiene en enlaces de alta energia de ATP

(14.8kcal en dos mol de ATP) y el resto se pierde en forma de calor, (Fontana, 2011 pag. 81).

Las reacciones que van de glucosa al piruvato que se acaban de describir se presentan en gran

variedad de microorganismos, pero el piruvato producido puede procesarse todavia mas y de



diferentes formas, muchas bacterias, asi como animales superiores, efectian la reduccion
piruvato+ NAD-acido lactico +NAD, sirviendo el piruvato como el Gltimo receptor de electrones
para formar el producto final, el &cido lactico en lugar del alcohol y CO,, (Stevens, 2002 pag. 79).

1.6.1. Fermentacion alcohdlica

Es un proceso biol6gico en plena ausencia de aire (oxigeno - 0,), llamado también proceso
anaeradbico originado por la actividad de algunos microorganismos unicelulares (levaduras), que
procesan los hidratos de carbono (azlcares ) como puede ser glucosa, fructosa, sacarosa y almidén
para obtener como producto final alcohol en forma de etanol (cuya férmula quimica es: CH3-
CH2-OH), di6xido de carbono, en forma de gas y unas moléculas de ATP que consumen los

propios microorganismos, en su -metabolismo celular energético anaerdbico, (Calonge, 2003 pag.
69)

El etanol resultante se emplea en la elaboracion de algunas bebidas alcohdlicas, tales como el
vino, cerveza y sidra. La fermentacion acética corresponde a la fermentacion del etano~ para
convertirse en acido acético, provocado por bacterias cominmente se presenta en vinos cuando
éste se agria.La fermentacion alcohdlica tiene como objetivo proporcionar energia anaerébica a
los microorganismos unicelulares (levaduras) en ausencia de oxigeno a partir de la glucosa,

(Sreeramulu, 2014 pég. 50).

1.6.2. Fermentacidn de la glucosa

Cuando la glucosa se degrada, por via del glucolisis en condiciones anaerébicas no se produce
una oxidacion o una reduccion total del sustrato. Se afirma entonces que la reaccién de
fermentacion esté "equilibrada”. La energia libre requerida para la formacion de ATP se obtiene
a partir de las reacciones de trasferencia de electrones favorables, ocurriendo la degradacion

pasando por tres momentos, (Rodriguez, 2017 pég. 91):
e  Primero ocurre la reaccion de arreglo preparatorio de degradacion formando al compuesto
intermediario gliceraldehido-3-fosfato; sin oxido- reduccién.

e Se produce la energia para los enlaces de fosfato en forma de ATP y la produccion de

piruvato.

e EIl proceso de la reaccién de oxido-reduccion manifestandose la fermentacion con la

produccion de etanol y liberacion de C02. La via bioquimica del piruvato se denomina
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glucolisis y algunas veces recibe el nombre de Embden Meyerhof en honor a sus

descubridores.

1.6.3. Fermentacion acética

La fermentacién acética es uno de los tres tipos principales de fermentacion que son capaces de
llevar a cabo las bacterias y otros organismos, concretamente la fermentacion acética es aquella
que llevan a cabo las bacterias del grupo Acetobacter, Estas bacterias son las encargadas de la
produccién mundial de vinagre, puesto que el &cido acético es la caracteristica principal de este

condimento, (Gomez, 2017 pag. 2).

Estrictamente hablando la fermentacion acética no es una fermentacion, sino
gue metabolicamente es una oxidacion y las fermentaciones, tanto la alcohélica como la lactica,
se caracterizan por llevarse a cabo en condiciones de anabolia o al menos de baja presion parcial
de oxigeno.El sustrato de la fermentacién acética es el alcohol etilico, presente en el vino o la

sidra, (Gomez, 2017 pag. 32).

Sin embargo, también se encuentra de forma natural en frutas y flores, que emplean la volatilidad
de este compuesto para atraer a sus polinizadores o dispersores del fruto. La transformacion del
alcohol etilico en acido acético se lleva a cabo en la bacteria mediante una cadena de 3 enzimas.
Estequiometricamente hablando estas bacterias son capaces de producir un mol de acido acético
por cada mol de etanol presente en el medio, por lo que su eficiencia es enorme, (Fontana, 2011 pag.

61).

El primer enzima, llamado alcohol deshidrogenasa tiene como sustrato el alcohol etilico y lo
transforma en acetaldehido. Durante este paso del metabolismo del etanol se elimina un hidrégeno
del etanol que pasa a reducir al NAD, una molécula de almacenamiento de energia. De esta
manera el alcohol, al perder un hidrégeno se oxida, es decir, el balance oxigeno/ hidrdgeno de la
molécula tiende al oxigeno. En este proceso el NAD queda reducido a NADH. Este paso supone
una “vuelta atrés” pues el paso de acetaldehido a etanol forma parte de la fermentacion etilica que

llevan a cabo otras bacterias, (Greenwalt, 2010 pég. 11).

En el segundo paso del metabolismo el acetaldehido es hidratado. Para ello la bacteria emplea
una molécula de agua H20. Convirtiendo el acetaldehido en acetaldehido hidrato. Finalmente el
tercer paso para la obtencién de acido acético es una segunda oxidacion ésta se lleva a cabo
mediante la enzima acetaldehido deshidrogenasa que libera otra molécula de hidrégeno que sera

captada por otro NAD y producira una molécula de acido acético, (Bellozo, 2013 pég. 67).
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El oxigeno, que hemos dicho que era esencial para que las bacterias llevaran a cabo la
fermentacion del etanol. Las moléculas de NADH que se han formado en el primer y tercer paso
de este proceso iran a la respiracion celular, que es necesaria para el crecimiento de la célula. Para
la degradacion de estas moléculas, para obtener la energia que almacenan, la bacteria las oxidara,
mediante el uso del oxigeno. Sin el oxigeno las moléculas quedarian en su forma reducida NADH
y la transformacion del etanol no podria llevarse a cabo. Puedes leer mas sobre las reacciones
REDOX, que es como se denominan las reacciones de reduccidn y oxidacidn (Carminiano, 2019 pag.

45).

1.7. Generalidades del té de kombucha

Los estudios realizados han demostrado que la Kombucha elaborada con té negro produce altas
concentraciones de acidos glucénico, lactico y acético, por lo que la descomposicién de la glucosa
en él se realiza de un modo mucho mas efectivo que en otros sustratos. Ademas de conferir al
producto final su sabor particular y sus cualidades medicinales; el té es una importante fuente de

nutrientes minerales para el cultivo, (Jaramillo, 2016 pag. 46).

Uno de los factores que diferencian la fermentacion del té de las otras hierbas o extractos frutales
es su elevado contenido en taninos. Los taninos llamados también polifenoles son moléculas
grandes y complejas cuyos efectos sobre las membranas mucosas del cuerpo son astringentes y
condensantes, ademas poseen cualidades bactericidas. Los taninos del té inhiben parcialmente el
proceso de fermentacion, por esta razon el contenido final de alcohol en la bebida es tan bajo. Los
tés de hierbas suelen contener una cantidad mayor de aceites volatiles (aceites esenciales) lo cual

interfiere con las bacterias del Kombucha, dando como resultado final una bebida de baja calidad,
(Palate, 2009 péag. 78).

1.7.1. Composicién quimica del té

Contiene polifenoles, flavonoides (teoflavinas y teorubiginas), catequinas, cafeina, los galatos de
la catequina, adenina, teobromina, teofilina, acidos galicos, taninos, galotatinos, pequefias
cantidades de aminofilina y un aceite amarillo volatil que es sélido a las temperaturas ordinarias
y tiene un fuerte olor y sabor aromético. La actividad antioxidante depende de la estructura de los
radicales libres en los compuestos, de los sustituyentes presentes en los anillos de los flavonoides

y del grado de polimerizacion, (Dufresne, 2010 pag. 72).

Su origen se remonta a la mitologia japonesa, acreditado por el Santo Budista Chino

Bodhidharma, meditando durante nueve afios frente a una pared. Tiempo que condujo al Santo a
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quedar profundamente dormido luego de despertar se disgustd por haberse quedado dormido este
disgusto hizo que se corte sus parpados, para de esta manera asegurarse, a no quedarse dormido
nuevamente durante sus meditaciones. De sus parpados caidos al suelo crecieron plantas cuyas
hojas inmersas en agua caliente producen tiria bebida que combate el suefio, (Sreeramulu, 2014 pag.

71).

1.7.2. Propiedades del t¢ de Kombucha

El té fermentado a base de Medusomyces gisevi (Kombucha), esta compuesto por dos porciones:
una pelicula celulosa flotante y el caldo agrio. En su composicion a mas de los compuestos citados
anteriormente, también contiene varios compuestos nitrogenados, como los aminoacidos,

proteinas; los alcaloides (cafeina, teofilina y teobromina), (Rubio, 2007 pag. 71).

La kombucha es una de las bebidas exdticas de moda. Se trata de un té azucarado que se obtiene
tras la fermentacion de una colonia microbiana que se conoce cominmente como “hongo de la
inmortalidad”. Asi, ha adquirido cierta fama como jugo curativo, aunque realmente no existe una
fuerte base cientifica real que apoye la mayoria de beneficios que se le atribuyen, (Palate, 2009 pag.
23).

La composicién microbiana y nutritiva puede varia dependiendo del sustrato, de los cultivos y del
lugar donde se elabora ya que es totalmente casero. Los efectos beneficios del té de Kombucha
se hablan en base a los polifenoles presentes en el té, a los acidos glucénico, glucorénico y lactico,
vitaminas, aminoacidos, compuestos con actividad antibidtica, y a una variedad de

micronutrientes producidos durante la fermentacion, (Bellozo, 2013 pag. 32).

Un cultivo sano y vigoroso de Manchurian fungus repercute en la calidad de la bebida y su

efectividad. Si el t¢ de Kombucha se fermenta correctamente a fondo, se pueden obtener(Calvo,
2013 pag. 48):

e  Aminoacidos: relacionados con el equilibrio de piel, pelo, cartilagos, articulaciones y del
humor vitreo de los o0jos. Son sintetizados por nuestro organismo, entre ellos tenemos: lisina,

alanina, tirosina, valina, fenilalanina, leucina, isoleucina, serina y treonina.

e Enzimas: entre ellas amilasa, invertasa y lactasa con importantes funciones digestivas como
descomponer grandes moléculas en otras mas pequefias de facil asimilacion.

e Acidos: acético, carbonico, glucorénico, flico, glucénico, aspartico, glutamico, y lactico.
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e El 4acido glucénico: es producido por una gran variedad de bacterias y hongos a partir de la

glucosa mediante oxidacion y sirve para preservar los alimentos.

1.8.  Productos de la fermentacion del Medusomyces Gisevi (kombucha)

Entre los metabolitos secundarios presentes en la Kombucha como resultado de procesos
metabolicos, bioquimicos y quimicos originados durante su cultivo tenemos: acido acético, &cido
folico, acido carbonico, &cido glucordnico, acido glucénico, acido L-lactico, acido Usnico.
También se encuentran presentes las vitaminas del complejo B (B1, B2, Bs, Bs, B12), vitamina C
entre otras, enzimas, una sustancia anticoagulante denominada Heparina y distintos

oligoelementos en concentraciones trazas, (Greenwalt, 2010 pag. 15).

Una solucion diluida de alcohol suministrada con inéculo viable de Acetobacter sp., y mantenida
en un lugar calido y aireado se hara vinagre. Este principio utiliza la industria, para la preparacion
de vinagre; probablemente la primera produccion de vinagre fue consecuencia de errores en la
fomentacion, durante el proceso de elaboracién de vino. Si el mosto se fermenta a temperatura
demasiado alta Acetobacter sp., dominard a la levadura (Saccharomyces sp.) presente

naturalmente en las uvas (Vitis vinffera), (Sreeramulu, 2014 pag. 56).

La mayor parte del vinagre hoy en dia es hecho en cultivo de tanque sumergido, descrito por
primera vez en 1949 por Otto Hromatka y Heinrich Ebner. En este método el alcohol se fermenta
a vinagre, en tanque agitado continuamente se suministra oxigeno burbujeando aire a través de la
solucion. Usando aplicaciones modernas de este método se puede preparar vinagre de 15% acido

acético en sélo 24 horas en un proceso por lotes, incluso de 20% en 60 horas, (Rodriguez, 2011 pag.
59)

1.8.1. Acido glucorénico

Considerado por varios autores como el agente terapéutico principal en la Kombucha, ya que
desintoxica el higado. La Kombucha ayuda al higado a producir &cido glucorénico que es
segregado normalmente cuando estd sano. Es utilizado para envolver toxinas ajenas y las
provenientes de las funciones corporales, una vez sujetas por el &cido glucordnico, las toxinas
pueden eliminarse del cuerpo y no se reabsorben nuevamente en su trayecto hasta ser excretadas,

(O’Brien, 2003 pag. 112).

14



El &cido glucoronico es importante para la construccion de sustancias bésicas del cuerpo como la
membrana mucosa del estdmago, los cartilagos y el humor vitreo del ojo. Ademas, esta implicado
en la formacion de la heparina, sustancia que impide la coagulacion sanguinea. Durante el proceso
de fermentacidn, en la conversion de los azlcares las levaduras consumen oxigeno y producen
dioxido de carbono que al diluirse en el liquido se trasforma en acido carbdnico,(Calonge, 2003 pag.
78).

(Rodriguez, 2017, pp. 39-63), estudia que el producto final contiene baja cantidad de alcohol entre 0,3
a 0,7%, como en una cerveza sin alcohol con una pequefia cantidad de azucares no trasformados.
La presencia de cafeina en el fermento oscila entre 3 y 6 mg por litro dependiendo del té utilizado
y las condiciones de fermentacion. Si se desea un Kombucha con bajo contenido de cafeina, es

absolutamente aceptable hacerlo con té descafeinado o usar té verde, (Brado, Patrick, 2017 pég. 60).

1.8.2. Sustancias bioquimicas de kombucha

Es un producto compuesto por levaduras ybacterias que después del proceso de fermentacion y
oxidacion, el hongo lleva a cabodiferentes reacciones complicadas en la sedimentacion del té, el
hongo del té se alimenta de aztcar a cambio produce otras sustancias valiosas que cambian dentro
de la bebida:vitaminas aminoacidos, sustancias antibioticas, acido glucuroénico, acido acético y
otrosno determinados por lo tanto el té de hongo es una fabrica bioquimica real.El té de kombucha
es uno de los productos de la fermentacidn caseros que contienen organismos vivos activos

capaces de regenerar la microbiota amiga en el organismo, (Bellozo, 2013 pég. 3).

1.9. Téverde

Las hojas de té contienen sales minerales, especialmente vitamina A, C, E y selenio; vitamina B-
2, acido folico, calcio, cromo, magnesio, manganeso, hierro, cinc, fésforo, potasio, aluminio y
fltor. Contiene de 2 a 4% de alcaloides de los cuales los mas abundantes son la cafeina y la
teofilina. Contiene un 3% en compuestos polifendlicos que son de tres tipos: flavonoides,

catecoles y taninos (Jacome, 2018).

Una hoja de té verde contiene un 77% de agua y un 23% de materiales s6lidos. De estos Gltimos,
aproximadamente un tercio esta constituido por componentes solubles en el agua; como los
aminoacidos, los polifenoles (incluyen las catequinas), los polisacaridos y la vitamina C. Las otras
dos terceras partes constan de componentes insolubles, como las fibras, la celulosa, la vitamina E

y los carotenos.
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Cada componente tiene sus propias cualidades y algunos, particularmente las catequinas

causantes de la astringencia del té, tienen muchos otros beneficios. Ciertos nutrientes que no se

extraen durante la infusion, se pueden obtener cuando utilizamos el té como ingrediente de cocina

o0 en el matcha. Al comernos las hojas enteras o molidas, las digerimos y extraemos mas cantidad

de nutrientes, los componentes del té verde son(Jacome, 2018 pég. 45).

Catequinas: Las catequinas son las responsables de la astringencia en el té, mas comdnmente
Ilamadas "taninos". Estan relacionadas con los flavonoides, tienen funciones antibacterianas
y antioxidantes y son eficaces para reducir la oxidacién, inhibir la propagacion del cancer y
los tumores y reducir los niveles de colesterol en la sangre. También juegan un papel
importante en la estabilizacion de la presion arterial, el azlcar en la sangre y la resistencia

virica.

Las infusiones de té verde contienen aminoacidos entre sus componentes, los que mas se
destacan son la valina, arginina, niacina, teanina e histidina, estas dos ultimas con interesantes
propiedades para mejorar el funcionamiento del aparato circulatorio. Ademas, al fluidificar

la sangre, ayudan a prevenir la aparicion de trombosis.

Polisacéridos: Son eficaces reduciendo y regulando el azlcar en la sangre y el Fluoruro:

protege el esmalte de los dientes y previene las caries.

Vitamina B, Cy E: La vitamina B nos ayuda en la regulacion del metabolismo de la sacarina,
la C. Sus efectos incluyen la disminucion del estrés y la construccidn de resistencia a las
infecciones leves como resfriados, y la vitamina E Sus efectos incluyen una accién

antioxidante que retarda el proceso de envejecimiento.

Acido Aminobutirico: Protege contra la hipertension, y los Flavonoides cuyos efectos
incluyen el fortalecimiento de las paredes de los vasos sanguineos y la halitosis

prevaleciente.

Teanina: Es uno de los varios aminoécidos que se encuentran en las hojas del té verde y

es responsables del aroma y del sabor distintivos del té japonés.

Alcaloides, siendo los mas importantes, debido a su concentracion, la cafeinay la teina. Estas
sustancias son altamente estimulantes, por lo que la ingesta en dosis elevadas de té verde

puede provocar efectos secundarios.
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1.10. Canela

La canela pertenece a la familia de las Laurdceas, misma a la que pertenece el laurel y alcanfor.
Son las ramas de unos arbustos que pueden llegar a medir hasta 15 metros llamados zeylanicum
y el Cinnamomum verum que al secarse y sin corteza forman unos tubitos que desprenden un

aroma muy agradable. Su nombre proviene de la palabra italiana cannelle que significa cafitos,
(Vittorio, 2008. pag. 32).

Los arbustos zeylanicum y del verum son originarios de Sri Lanka un lugar de clima célido, ideal
para su crecimiento.En la actualidad los paises productores de Canela son Indonesia, China, india,
Java, Madagascar, Las Islas Seychelles e Islas Mauricio, Birmania, Malasia, Brasil, Antillas,
Guayana, siendo por supuesto el mayor productor su lugar de origen.Ese olor tan caracteristico
de la canela se obtiene al golpear la corteza, con ello se consigue extraer un polvo marron-

amarillento que conforme pasa el tiempo se va oscureciendo(Lozano, 2018 pég. 23).

Por su apariencia pareceria que la canela no aporta ningun beneficio para la salud, sin embargo,
sus componentes dicen todo lo contrario, ya que en su corteza podras encontrar fibras, minerales
como el manganeso, vitamina Tiamina, niacina, mucilagos, hierro, potasio, sodio, acidos, aceite
esencial, taninos, vainilla, calcio y fésforo. Tiene un alto contenido en antioxidantes y polifenoles.
Por todo ello es que tiene gran uso en el &rea medicinal. en la corteza de este tronco de casi 15
metros podras encontrar fibras, minerales como el manganeso, vitamina C, tiamina, niacina,
mucilagos, hierro, potasio, sodio, acidos, aceite esencial, taninos, vainilla, calcio y fosforo. Tiene

un alto contenido en antioxidantes y polifenoles, (Martinez, 2009 pag. 76).

1.11. Café

Es un producto de origen vegetal que presenta una serie de componentes similares a otros
encontrados en frutas y verduras, en el cacao o en el té. El principio activo que mas se ha estudiado
es la cafeina, pero al margen de ella, la presencia en el café de otras muchas substancias del tipo
minerales, antioxidantes y fibra hacen que, dependiendo de las cantidades consumidas y de su

regularidad, el café pueda llegar a ser considerado un “alimento funcional(Calvo, 2013 pag. 32).

Los alimentos funcionales se suelen consumir dentro de la dieta normal, pero presentan algun
componente biolégicamente activo que aporta beneficios para la salud y reduce los riesgos de
enfermedades. Se ha descubierto que en muchos alimentos tradicionales como frutas, verduras,
etc., existen estos componentes beneficiosos, que en ocasiones son afiadidos a los alimentos a los

que se les enriquece o fortifica, (Gomez, 2017 pag. 81).
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Algunos ejemplos de estas substancias con carécter antioxidante y prebiotico estan incluidos de
forma natural en el café y los estudios epidemioldgicos indican que esta bebida puede prevenir

muchas enfermedades, por lo que se ajusta a la definicion misma de “alimento funcional”, (Jacome,

2018 pag. 32).

En la actualidad se tiene interés por conocer efectos beneficiosos y/o perjudiciales de otros
compuestos diferentes a la cafeina que también abundan en el café. A continuacion, se describen
algunos de los principios activos de esta bebida y se resumen los estudios que se han efectuado

con ellos, (Lozano, 2018 pag. 54).

El café estd compuesto por mas de 1.000 substancias quimicas distintas, incluyendo aminoacidos
y otros compuestos nitrogenados, polisacaridos, azlcares, triglicéridos, acido linoleico,
diterpenos (cafestol y kahweol), acidos volatiles (férmico y acético) y no volatiles (lactico,
tartarico, piravico, citrico), compuestos fenolicos (acido clorogénico), cafeina, substancias
volatiles (sobre 800 identificadas de las cuales 60-80 contribuyen al aroma del café), vitaminas y

minerales, (Stevens, 2002 pag. 21).

Otros constituyentes como las melanoidinas derivan de las reacciones de pardeamiento no
enzimatico o de la caramelizacion de carbohidratos que ocurren durante el tostado. Existen
variaciones importantes en la concentracion de estos componentes seguln la variedad de café y el

grado de tostado, (Solarte, 2015 pag. 43).

También estan presentes en el café algunas vitaminas, sin embargo, aunque en el grano verde de
café se encuentren las de tipo B1, B2, B5, Vitamina C e incluso E, se pierden casi todas en el
tostado. Por el contrario, el niacina que no ofrece el café en crudo se obtiene a partir de una
molécula parecida llamada “trigonelina” cuando el grano se calienta hasta 200 grados durante ¢l
tostado. Las RDA (Recommended Dietary Allowances) de Niacina en adultos son de 16 mg/dia

y cada taza de café cubre entre un 6 y un 18% de ellas, (Lozano, 2018 pag. 54).

En el café se van descubriendo nuevas substancias que se analizan y estudian por sus posibles
efectos antioxidantes y anti-inflamatorios entre otros. Sin embargo, los resultados de valorar sus
componentes aislados no son los mismos de los obtenidos cuando se consumen de manera
conjunta en una taza de café. Se considera que existen sinergias que permiten que, aunque su
presencia sea cuantitativamente pequefia a nivel individual, los resultados de consumirlos juntos

sean notables, ,(Solarte, 2015 pag. 43).
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CAPITULO I

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Localizacion y duracion del experimento

La presente investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de
la Facultad de Ciencias Pecuarias perteneciente a la Escuela Superior politécnica de Chimborazo,
ubicada en la Av. Panamericana Sur km 1 %2, en la ciudad de Riobamba, provincia de Chimborazo,
Ecuador, las condiciones experimentales del lugar donde se ejecuto la investigacidn se muestran

en latabla 2-2. La duracion de esta investigacién fue de 60 dias.

Tabla 2-2: Condiciones Meteorol6gicas del Cantén Riobamba

Parametros Valores Promedios
Afo 2018
Altitud, msm. 2680
Temperatura , °C 12
Precipitacion, mm/mes. 421
Humedad relativa, %. 61

Fuente: Estacion Agrometereologica de la Facultad de Recursos Naturales de la ESPOCH (2019)

2.2. Unidades experimentales

En la presente investigacion se estudio las propiedades fisico-quimicas y sensoriales del téde
Kombucha por lo que las unidades experimentales constituyeron 250 ml de cada muestra por tipo
de sustrato utilizado (café, canela y té verde). Estas muestras fueron realizadas de acuerdo a lo
establecido en la norma técnica para evaluar la calidad y como difiere de acuerdo al tratamiento

que se probd para lograr asi demostrar las hipétesis planteadas.
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2.3. Materiales, equipos e insumos

2.3.1. Materiales

e Probeta de 1000 mL

e Vaso de precipitacion 1000 mL

e Pipetasde 1,5y 10 mL.

e Micro pipetas

e Mechero de bunsen

e Frascos de vidrio de 250 mL.

e Tubos de ensayo

e Puntas de micro pipetas de 100 mL

e Gradilla para tubos

e Guantes

e Mascarilla

e Mandil
e Marcador
e (Canasta

e Ollas



Etiquetas

Cuaderno

Cooler

Recipientes de diferentes dimensiones
Tapas

Aza de Digralsky

2.3.2. Equipos

Balanza analitica
Varillas de agitacion
Frascos termo resistentes
Cuenta colonias

Equipo de titulacion

pH-metro

Brixometro

Alcoholimetro

Pipeta automatica de 200 mL
Computador

Autoclave

Estufa

Refrigerador
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e Camara de flujo laminar
e Ligas de caucho
e Cajas Petri

e Agitador Magnético

2.3.3. Insumos

e Alcohol antiséptico

e Fenolftaleina

e NaOH0,IN

e Solucion buffer, de pH 7,00.

e Agua destilada

e Téverde
e (Café
e Canela

e Agar Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
e Agar Acetobacter Aceti

e Gentamicina (Antibiotico).

e Ino6culo (Kombucha madre)

e Azulcar blanca (sacarosa)

2.4. Tratamiento y disefio experimental

Las unidades experimentales fueron modeladas bajo un DisefioCompletamente al Azar (DCA),
en arreglo bifactorialconsiderandose trestratamientos con 3 repeticiones, cada uno que se ajustd

al siguiente modelo lineal aditivo.
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Yijk= p+o;+ Bi+ o; *Bi+ €ij

Donde

Yij = Valor del parametro en determinacion.

u =  Efecto de la media por observacion.
a;=  Efecto del tipo de bacteria
Bi= Efecto de los sustratos

a; * Bi = Efecto de la interaccion del tipo de bacteria por tipo de sustrato

€=  Efecto del error experimental.

En la tabla 3-2se describe la nomenclatura que se escogi6é para identificar cada uno de los

tratamientos en los que se dividié la investigacion.

Tabla 3-2: Nomenclatura elegida para determinar el nombre para los tratamientos de la

investigacion.

Factor A Factor B
Tipo de baterias Tipo de sustrato utilizado Cadigo
Acetobacter Aceti Canela TAcanela
Acetobacter Aceti Café TAcafé
Acetobacter Aceti Té verde TAtéverde
Saccharomyces cerevisiae Canela TSccanela
Saccharomyces cerevisiae Café TSccafé
Saccharomyces cerevisiae Té verde TSctéverde

Elaborado por:RICAURTE, Andrés. 2020.

En latabla 4-2, se describe el esquema del experimento que se utilizé para comprobar las hipdtesis

de la presente investigacion.
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Tabla 4-2: Esquema del experimento

Factor A Factor B Cadigo Repeticion  TUE Rep/trat
Acetobacter Aceti Canela TAcanela 3 250 mL 3
Acetobacter Aceti Cafe TAcafé 3 250 mL 3
Acetobacter Aceti Té Verde  TAtéverde 3 250 mL 3
Saccharomyces cerevisiae Canela TSccanela 3 250 mL 3
Saccharomyces cerevisiae Café TSccafé 3 250 mL 3
Saccharomyces cerevisiae Té Verde  TSctéverde 3 250 mL 3
TOTAL 6 18 18

Elaborado por: RICAURTE, Andrés 2020.

2.5. Mediciones experimentales

Las mediciones experimentales que se consideraron en esta investigacion fueron:

2.5.1. Caracteristicas fisico-quimicas de la materia prima (té, café y canela)

e pH.

e Acidez

e Hidratos de carbono

e Azlcares

2.5.2. Caracteristicas fisico-quimicas de los sustratos

° pH

e Acidez

e Grados Brix
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2.5.3. Caracteristicas fisico-quimicas del producto

e pHO0,24,48,72,96 y 120 horas

e Acidez 0,24,48,72,96 y 120 horas

e Contenido de alcohol 0,24,48,72,96 y 120 horas

2.5.4. Determinacion de la viabilidad microbioldgica del inéculo en el tiempo

e Acetobacter aceti

e Saccharomyces cerevisiae

2.6. Anélisis estadisticos y pruebas de significancia

e Andlisis de varianza para determinar la variabilidad (P < 0.05)

e Comparacion de medias por Tukey al 5%.

Para determinar la varianza de la presente investigacion se utilizara el siguiente esquema que se

muestra en la tabla 5-2.

Tabla 5-2: Esquema del andlisis de la varianza.

Fuente de variacion Grados de Libertad
Total 17
Factor A 1
Factor B 2
Interaccion A*B 2
Error 12

Elaborado por: RICAURTE, Sebastian. 2019
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2.7. Procedimiento experimental

Para determinar la viabilidad del uso de Acetobacter aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes
en el Medusomyces gisevifue necesario dividir el procedimiento experimental en dos partes; la
primera fue la elaboracion del t¢ Kombucha y la segunda la evaluacion de las caracteristicas fisico
quimicas y microbioldgicas de la bebida obtenida, en las etapas subsiguientes se mostraron las

técnicas necesarias para realizar la presente investigacion.

e Primero se realizd la recepcion del hongo kombucha (solucién madre del in6culo), el cual
fue donado por un tesista de la Carrera de Ingenieria en Industrias Pecuarias, este indculo
tenia un tiempo de fermentacion de 30 dias, en donde al realizar el anélisis microbiol6gico
inicial de las especies en estudio, arrojé un resultado para Saccharomyces cerevisiae (ausente)
y para el caso de Acetobacter aceti (incontable), todos los analisis respectivos se desarrollaron
en el Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la Facultad de Ciencias Pecuarias de
la ESPOCH.

e Para la preparacion de cada uno de los sustratos se utilizé: 1.5 L de agua, 160 gr de azlcar
blanca y 16.2 gr de cada planta utilizada; luego se llevo el agua a ebullicién, y se afadio el
azucar blanco y se revolvidpara disolver completamente, después de este proceso se afiadio
laplanta té verde, para el tratamiento T1 café para el tratamiento T2 y canela para el

tratamiento T3

e Luego se retirddel fuego y se dejé reposar por un lapso de 15 minutos, pasado este tiempo se

elimindlas plantas y se dejo reposar hasta que se enfrie a temperatura ambiente.

e A continuacion, se procedid a realizar la siembra del hongo en los diferentes sustratos, para
este caso se utiliz6 20 mL de in6culo inicial en 250 mL de sustrato (3 repeticiones), se mezcld
yse tapa con una malla para evitar que ingresen agentes patdgenos y de esta forma dar la

oxigenacion necesaria para el desarrollo del hongo.

e A continuacion, se realizolos analisis microbiol6dgicos a las 0, 24, 48, 73. 96 y 120 horas,
realizando la preparacion de los medios de cultivo, para el caso Saccharomyces
cerevisiaeutilizamos el agar SDA (Sabouraud Dextrose Agar), al cual una vez preparado se
utilizé la cantidad de antibiético recomendada por la misma empresa que fue de 0.4 mL de
Gentamicina/ L de preparacion, en donde se dio el crecimiento de esta levadura y se inhibié

el crecimiento de otro tipo de microrganismo.
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e Cabe recalcar que esta incubacion se realiz6 en un ambiente anaerdbico; para el caso del
Acetobacter aceti seemple6 la cantidad recomendada por la empresa fabricante del agar
adquirido y la incubacién en un ambiente aerdbico (utilizando una relacion de 10 mL de agar

por cada placa, aplica para los dos casos).

o Los diferentes fabricantes recomiendan que se debe realizar el conteo de los microorganismos
a las 72 horas después de realizada la siembra, esto aplica en el caso del analisis de los dos

microorganismos.

2.8. Metodologia de evaluacion

2.8.1. Caracterizacion de la bebida

2.8.1.1. Medicion del pH

La Kombucha, conocida también como hongo manchuriano u hongo chino es un tipo de bebida
fermentada que se obtiene a base de té endulzado y fermentado gracias a una colonia de
microorganismos conocidos como Medusomyces Gisevi. El pH es la unidad de medida que
describe el grado de acidez o alcalinidad,las informaciones cuantitativas dadas por el valor
del pHexpresan el grado de acidez de un acido o de una base en términos de la actividad de los
iones de hidrégeno. La escala de pH va de 0 a 14 y la neutralidad esta en pH = 7. Las sustancias

de pH < 7 se comportan como acido y las sustancias de pH > 7 poseen naturaleza basica.

El pH fue un Indicativo de acidez o alcalinidad de una solucion acuosa. Se define como el
logaritmo negativo de la concentracion de iones hidrégeno en moles por litro. El valor de pH es
de 1 a 14, que indica la concentracion de iones hidrégeno presentes en una solucién acuosa. En
vista de que no existe normativa para la elaboracién y analisis bromatoldgico de la Kombucha y
para realizar este ensayo se hizo uso de norma NTE INEN 2 325:2002. Determinacion de pH en
bebidas alcohdlicas. EI método consiste en una determinaciéon potenciémetrica del pH en una

muestra de Kombucha previamente desgasificada y atemperada de 20°C a 25°C.

Tabla 6-2: Determinacion del pH

Materiales y Equipos Reactivos

Equipos
Solucién buffer, de pH 4,00.
Potenciémetro con sus respectivos electrodos. | Solucion buffer, de pH 7,00.
Vaso de precipitacion de 250 cm3
Agitador.
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Termometro. \
Procedimiento

Preparacién de la muestra.

e Desgasificar la cerveza mediante agitaciéon constante, manteniendo la temperatura de la cerveza

entre 20°C y 25°C vy filtrarla a través de papel filtro.

Calibracion mantener los electrodos del potenciémetro inmersos en una solucién

Verificar el cero y ajustar si es necesario.

Lavar los electrodos con agua destilada y secar con papel absorbente.

Sumergir los electrodos en la solucidn Buffer de pH 7,0.

Remover los electrodos lavar y secar.

DESCRIPTORES:

Bebidas espirituosas, alcoholes, fermentacion, bebida alcoholica, bebida, cerveza, método, ensayo, pH

e Sumergir los electrodos en la solucion Buffer de pH 4,0.

e  Hacer la correccién a pH 4,0 si es necesario

e adeterminacidn debe efectuarse por duplicado sobre la misma muestra preparada.

e Colocar en el vaso de precipitacién aproximadamente 100 cm” de muestra de cerveza desgasificada

e ytemperatura de ensayo.

o  Determinar el pH de la cerveza introduciendo los electrodos del medidor de pH en el vaso de

e  precipitacion con la muestra, cuidando que no toquen las paredes del recipiente.

e Agitary leer el valor del pH obtenido a 0,01 .

Errores del método

La diferencia entre los resultados de las determinaciones efectuadas por duplicado no debe

exceder de 0,05 unidades de pH; en caso contrario, se debe repetir la determinacion.

Informe de resultados

En el informe de resultados debe indicarse:

e Lamedia aritmética de los resultados de la determinacion.

e Nombre del producto.

o Identificacion del lote

e Tipoynimero de la muestra. NTE INEN de referencia.

e Fecha de muestreo y ensayo.

e Debe mencionarse ademas cualquier condicién no especificada en esta norma o considerada como
opcional, asi como cualquier circunstancia que pueda haber influido sobre el resultado. Deben
incluirse todos los detalles para la completa identificacion de la muestra.

Fuente:(INEN, 2014)

2.8.1.2. Medicion de los grados Brix

Los grados Brix son una unidad de cantidad (simbolo °Bx) y sirvieron para determinar el cociente
total de materia seca (generalmente azlcares) disuelta en un liquido. Una solucién de 25 °Bx
contiene 25 g de solido disuelto por 100 g de disolucidn total. Los grados Brix se cuantificaron
con un refractometro, detectores de horquillas vibratorias o con un caudalimetro masico.La escala
Brix fue un refinamiento de las tablas de la escala Balling, desarrollada ésta por el quimico
aleméan Karl Balling. La escala Plato, que mide los grados Plato, también parte de la escala
Balling. Se utilizaron las tres, a menudo alternativamente. Sus diferencias son de importancia
menor. La escala Brix se usa, sobre todo, en fabricacion de zumos (jugos),

de vinos de frutas y de azlcar a base de cafia.1 La escala Plato se utiliza, sobre todo, en
la elaboracion de cerveza. La escala Balling es obsoleta, pero todavia aparece en

los sacarimetros mas viejos y se usa en las vinerias de Sudafrica y en algunas cervecerias.
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Materiales Reactivos

o Refractometro e Solucion tampon de pH4, pH7 y pHO.

o Piseta. e Agua destilada.
« Vaso de precipitacion.

Procedimiento

Efectuar la determinacion por duplicado sobre la muestra.

Lavar los electrodos del refractometro con agua destilada y calibrar el aparato a la
temperatura de la muestra, utilizando una solucién de referencia cuyos grados Brix sean
similar al esperado para la muestra. En todo caso, deberan seguirse las instrucciones del
fabricante.

Colocar la muestra sobre el cristal del refractdmetro y efectuar la determinacion de los

grados Brix.

Calculos

Como resultado final, debe reportarse la media aritmética de los resultados de la
determinacion, en unidades de grados Brix hasta la primera cifra decimal.

Debe indicarse la temperatura a la que se realiz6 la determinacién.

En el informe de resultados, debe mencionarse, ademas, cualquier condicién no
especificada en esta norma, o considerada como opcional, asi como cualquier
circunstancia que pueda haber influido sobre el resultado.

Deben incluirse todos los datos necesarios para la completa identificacion de la muestra.

Tabla 7-2: Determinacion del contenido de grados Brix por el método del refractometro
Fuente: (INEN, 2014).

2.8.1.3. Determinacion del contenido de Coliformes fecales

Debido a que un gran nimero de enfermedades son transmitidas por via fecal-oral utilizando

como vehiculo los alimentos y el agua, es necesario contar con microorganismos que funcionen

como indicador de contaminacién fecal. Estos deben de ser constantes, abundantes y exclusivos

de la materia fecal, deben tener una sobrevivencia similar a la de los patdégenos intestinales y

deben ser capaces de desarrollarse extra intestinalmente.

Para la Determinacion del contenido de coliformes fecales en el té de Kombucha de acuerdo a la

norma técnica NTE INEN 1529-8, se establecerd el siguiente procedimiento:
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Tabla 8-2:Determinacion del contenido de coliformes fecales en el té de Kombucha de acuerdo
a la norma técnica NTE INEN 1529-8.

Materiales y Equipos

Reactivos

Placas porta objetos.

Bario de agua regulable a 44 - 45,5 + 0,2° C.
Cajas petri

Tubos de 150 x 16 mm y de 125 x 12 mm
Tubos Durhan de 50 x 6 mm

Erlenmeyer de 500 y 1 000 cm?®

Frascos de boca ancha de 250, 500 y 1 000 cm?
con tapa de rosca autoclavable.

Asa de inoculacion

Gradillas

Balanza de capacidad no inferior a 2 500 g y
de 0,1 g de sensibilidad

Incubador regulable, rango de temperatura de
25-70+1°C

Autoclave

pH-metro

Caldo verde brillante bilis-lactosa (BGBL) 0
similar

Caldo triptona

Agar eosina azul metileno (EMB

Agar de contage en placa (PCA)

Caldo MR-VP

Reactivos de Kovacs

Solucién de Rojo de metilo

Solucién de Creatina al 0,5%

Solucién alcohdlica de a-naftol al 6%
Solucion de hidréxido de Potasio al 40%
Agar citrato de Simons

Solucién alcohol-acetona

Solucion fenicada de cristal violeta al 1%
Solucion fenicada de fucsina bésica al 1%.

Procedimiento

Simultaneamente con el ensayo confirmatorio de la Norma INEN 1 529-6 inocular dos o tres
asas de cada uno de los tubos presuntamente positivos en un tubo conteniendo 10 cm? de caldo
BGBL y en otro que contenga aproximadamente 3 cm? de caldo triptona
Incubar estos tubos a 45,5 + 0,2° C (bafio Maria) por 48 horas.
Al cabo de este tiempo anotar la presencia de gas en los tubos de BGBL y afiadir dos o tres gotas
del reactivo de Kovacs a los tubos de agua triptona. La reaccion es positiva para el indol si en
cinco minutos se forma un anillo rojo en la superficie de la capa de alcohol amilico; en la prueba
negativa el reactivo de Kovacs conserva el color original.
Los cultivos gas positivos en caldo verde brillante bilis-lactosa incubados a 30 6 35° C y a 45,5°
C y que producen indol a 45,5° C son considerados coliformes fecales positivos.

Calculos

Calcular la densidad de coliformes fecales sélo en base del nimero de tubos que a 45,5° C

presentan gas en el caldo BEGL e indol en el caldo triptona.

Fuente:(INEN, 2014)
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2.8.1.4. Determinacion del grado alcohdlico del té Kombucha

Tabla 9-2: Determinacion del grado alcohélico en el té de Kombucha de acuerdo a la norma

técnica NTE INEN 0360

Materiales y Equipos

Reactivos

Aparato de destilacion

Matraz volumétrico, de 200 cm?®

Picnometro, de 50 cm?®, de vidrio Pirex
Nucleos de ebullicion

Barfio de agua, con regulador de temperatura.
Termdmetro, graduado en décimas de grado

Celsius (°C), con es cala adecuada para el

Suspension de hidréxido de calcio, que
contenga 120 g de oxido de calcio por litro.
Solucién al 10 /o de fenolftaleina, en alcohol
de 95%.

Solucion al 10% de &cido sulfurico.

Solucion al 1% o de silicona.

Agua destilada.

ensayo (de 10°C a 30°C). Solucion sulfocrémica.

Balanza analitica, sensible al 0,1 mg. Etanol

Eter etilico.

Procedimiento

La determinacion debe efectuarse por duplicado sobre la misma muestra.

Determinar y anotar la temperatura a la que se encuentra la muestra que debe analizarse.
Transferir 200 cm® de muestra al matraz de destilacion y colocar nicleos de ebullicion.
Agregar la suspension de hidroxido de calcio para alcalinizar el medio, lo que puede
comprobarse mediante el uso de la solucion de fenolftaleina.

Destilar la muestra, recibiendo el destilado en el matraz volumétrico de 200 cm?, al que se ha
agregado previamente 10 cm?® de agua destilada, en la que debe estar sumergido el extremo del
tubo conductor del destilado; recoger hasta obtener un volumen aproximadamente igual a tres
cuartas partes del volumen inicial de muestra.

Desechar el liquido remanente del matraz de destilacion y lavarlo; transferir a este matraz el
destilado obtenido; lavar el matraz volumétrico colector con cinco porciones de agua destilada,
transfiriendo los liquidos de lavado al matraz de destilacion.

Afiadir 1 cm? de la solucion al 10% de 4cido sulfurico y colocar nlcleos de ebullicion; armar el
aparato.

Destilar nuevamente, recibiendo el destilado en el matraz volumétrico de 200 cm?, al que se ha
agregado previamente 10 cm?® de agua destilada, en la que debe estar sumergido el extremo del
tubo conductor del destilado.

Agitar y llevar a volumen con agua destilada, a la misma temperatura con la que se midio la

muestra inicial, con una tolerancia de = 2°C; homogeneizar.
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Lavar el picnémetro con agua corriente y luego, en forma répida, con mezcla sulfocrémica.
Después, lavar varias veces con agua destilada y finalmente con etanol y éter etilico.

Dejar escurrir el picnémetro y secarlo perfectamente, tanto por dentro como por fuera; taparlo.
Pesar el picnémetro limpio y seco con aproximacion al 0,1 mg.

Colocar cuidadosamente la muestra destilada en el picnémetro hasta la marca, evitando la
formacidn de burbujas de aire, y luego taparlo.

Sumergir el picnébmetro en el bafio de agua a 20° 0 ,2°C durante 30 minutos, comprobando al
final que el nivel del producto alcance exactamente la marca.

Retirar el picndmetro del bafio, secar exteriormente con papel filtro y pesar con aproximacion
al 0,1 mg.

Vaciar el picnémetro y limpiar; secarlo perfectamente y poner en él agua destilada hasta la

marca respectiva, evitando la formacién de burbujas de aire; tapar el picnémetro.

Calculos

La densidad relativa se determina mediante la ecuacion siguiente:

d= m; —my
mz —my
Siendo:

d = densidad relativa.

m; = masa del picnémetro vacio, en gramos.

m, = masa del picnémetro con la muestra, en gramos.

m3 = masa del picnémetro con agua destilada, en gramos

Fuente: ([INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION,, 2018)
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CAPITULO I

3. RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Evaluacion de las caracteristicas fisico-quimicas de la materia prima (té, café y
canela), para determinar la viabilidad del Acetobacter Aceti y Saccharomyces

cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi (hongo kombucha)

3.1.1. pH

Al realizar el andlisis estadistico del pH de las materias primas utilizadas para determinar la
viabilidad del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi
(hongo kombucha), se registraron diferencias altamente significativas (p < 0.01), entre
mediasestableciéndose una media de pH para el té verde de 7,15, como se aprecia en la tabla 2-
3, que implica que es una solucion apenas basica debido a que esta mas cerca del neutro en el
rango de la escala del pH, siendo su punto de partida tanto para la basicidad o acidez el 7, como
se indica en la tabla 10-3.

Tabla 10-3:Evaluacién de las caracteristicas fisico-quimicas de la materia prima (té, café y
canela), para determinar la viabilidad del Acetobacter Aceti y Saccharomyces

cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi (hongo kombucha)

MATERIA PRIMA

VARIABLES Té verde Café Canela EE Prob Sign
Azucares Totales (%) 59.44b 70.98a  55.29¢  0.42 0.0000005 **
Carbohidratos Totales

(%) 92ab 94.48a 90.29b  0.57 0.01 foled
Acidez 0.13b 0.13b 0.33a 0.03 0.01 **
pH 7.15b 6.29¢c 7.9a 0.05 0.00 **

Elaborado por: RICAURTE, Andrés, 2020.
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En tanto que, para el café, la media fue de6,29 por lo que se puede decir que aun cuando es una
sustancia que se encuentra en el rango de los elementos &cidos (0 a 7) se acerca més a la
neutralidad que a la acidez, con una propiedad de amargo al probarlo. Para el caso de la canela el
rango de pH fue de 7,90 por lo que se puede decir que es la materia prima que mas se acerca al
rango de los elementos alcalinos (7 a 14), con un aporte positivo para el cuerpo humano.

Al respecto (Brado, Patrick, 2017 pag. 34), menciona que se Ilama bésica o alcalina a la solucidn cuya
concentracién de iones hidrégeno es menor que la de iones hidroxilo. Una solucién es neutra
cuando su concentracién de iones hidrogeno es igual a la de iones hidroxilo. El agua pura es neutra
porgue en ella [H +] = [OH —]. Las moléculas del té se disocian en forma précticamente total al

ser disueltos en agua y esta es una caracteristica propia de las soluciones base.

Las hojas del té verde se recogen cuando todavia estan frescas, después se secan y trituran para
ser comercializados en forma de infusién. Aungue el té contiene teina, que es la misma molécula
que la cafeina, el té verde ejerce un impacto menor en el equilibrio del pH tras ingerirlo.La calidad
final del producto utilizado como materia prima para la elaboracion del té de kombucha depende
de factores como el clima, el suelo, la altitud, los procesos de recoleccién y procesamiento,
envasado, transporte y almacenamiento, (Calonge, 2014 pag. 67).

Ademas es importante mencionar que el café debe consumirse con moderacion y de la forma
adecuada a fin de que sus componentes no acidifiquen la sangre, ya que en exceso no es bueno
para la salud, pues se convierte en una fuente de acidez para el cuerpo, lo que esta relacionado
con envejecimiento celular y enfermedades de tipo degenerativo, e incluso con el cancer, por lo
tanto al mezclarlo con otros productos como es el kombucha se mantiene sus cualidades pero
desciende su efecto nocivo, ideal para aquellas personas que no pueden retirar su aficidn por esta

bebida, (Calvo, 2013 pag. 45).

La medida de pH obtenida que fue de 7.15 en el caso del té verde que es el que mas se acerca la
neutralidad es superior al reportado en la investigacion de (Salamanca, 2014), quien a preparar tres
diferentes sustratos determino que las mezclas evaluadas, presentaban caracter acido puesto que
el pH oscilaba entre 3.70 a4.01, con una acidez total que viene determina en % p/p acido, valores
entre 0.70 a 1.77. Por lo tanto, se aprecia que el pH es menor a los de la presente investigacion
puesto que la naturaleza de los productos como fueron té verdeespecialmente provocan la
elevacion del pH porque es uno de los alimentos acidificantes saludables y recomendables para

incluir en nuestra dieta dentro del 20%.
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3.1.2. Acidez

Segun (Brado, Patrick, 2017 péag. 34), la acidez es un sabor basico y una de las principales
caracteristicas del sabor del café, junto con cuerpo, fragancia y dulzura. Estas cualidades son
utilizadas por los catadores (catadores profesionales) para evaluar los cafés y comparar las
cualidades de los diferentes tipos. La calidad deseable de la acidez se debe a que los acidos del
café se combinan con los azlcares y aumentan la dulzura general del café, a la vez que le agregan

cierto vigor al café.

La valoracién estadistica de la acidez de la diferente materia prima que formara parte de los
sustratos en el que se desarrollard el hongo kombucha, determind diferencias altamente
significativamente (p<= 0.01), entre medias estableciéndose que para el café se reportd una
media de acidez de 0,13 que implica que es una solucién bastante acida con un sabor agrio o
amargo al no ser endulzada con algln edulcorante, azlcar o sustituto natural o artificial de la

misma, en tanto que para el café (acidez), la media fue de 0,33.

Mientras tanto que la acidez de la canela, reportd una media de 0,13 que implica que es una
solucion altamente acida, tomando en cuenta que su consumo neto sin ser diluido es casi

imposible debido a su picor.

Al respecto (Calvo, 2013 pag. 78), manifiesta que se debe tomar la infusion de canela puesto que
ayuda a prevenir la acidez estomacal, la bebida natural es un remedio digestivo y antiinflamatorio
que también ayuda a reducir la produccion de gases en el intestino para reducir el malestar. Sus
propiedades mejoran el proceso de digestion de los alimentos y contra el exceso de acidez en el

intestino.

El contenido de acidos en una infusion también depende mucho del grado de tueste, tipo de
tostador y la manera en cual se hace la infusion. Los degustadores utilizan una escala de 0 a 9
para describir la acidez de un café, y una puntuacion de 6-7 es altamente &cido. El &cido esta
naturalmente presente en gran cantidad de alimentos como los limones, el vinagre, el yogurt y
hasta el café. Existen, literalmente, cientos de componentes &cidos, partiendo de los més

familiares (como la acidez citrica), el café y el té verde hasta el poco acido como la canela,
(Carminiano, 2019 pég. 5).

Los resultados de la presente investigacion son superiores a los reportes (Salamanca, 2014 pag. 68),
quien al realizar la evaluacion de un proceso de fermentacion acética inducido por kombucha

sobre sustrato de glucosa y fructosa registro una acidez total de 1.12% (p/p como &cido
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lactico).que es mayor a la presente investigacion y que se debe a la naturaleza de los productos

que forman el sustrato.

3.1.3. Hidratos de carbono

La evaluacion estadistica del contenido de hidratos de carbono presentes enla materia prima con
la que se elaborard el té de kombucha se registraron diferencias altamente significativas
(p<=0.01), con una media de 92, para el caso del té verde siendo estos hidratos la fuente mas
eficaz de obtener energia, el té se puede decir que no posee un aporte mayoritario en esta
adquisicion energética. Para el café se reportd una media de 94,48 % que significa que el café

tiene una significante presencia de carbohidratos en su composicion.

Mientras tanto que el contenido de hidratos de carbono en la canela registrd una media de
90,29%de acuerdo a los reportes analizados se indica que el producto que mas contenido de
hidratos de carbono report6 fue el café , los hidratos de carbono son componentes de los alimentos
que, aunque no es asimilado por el organismo ya que no se digiere en el aparato digestivo, tiene
una gran importancia en la regulacion de la motilidad del sistema digestivo y en otras funciones
como en la absorcion de colesterol. Su presencia en la dieta, en determinadas cantidades, es
necesaria para el mantenimiento de la salud y la prevencion de ciertas enfermedades(Calvo, 2013
pag. 23).

El café no ayudaal aumento de peso corporal pese a su contenido de hidratos de carbono, mas
bien si se tomaun par de cafés antes de hacer deporte, mejorara el rendimiento y posteriormente
los dolores musculares se reduciran considerablemente. También es una buena fuente de fibra, y
curiosamente, los niveles mas altos se encuentran en el café instantaneo, no en el café molido

fresco.(Artemio, 2017 pag. 23)

Los hidratos de carbono dentro de sus principales funciones producen una combustion mas limpia
en nuestras células y dejan menos residuos toxicos en el cuerpo y como antes ya lo mencionamos

son la fuente de energia mas rapida que se encuentra en la naturaleza(Calonge, 2003 pég. 12).

El consumo de té verde se ha relacionado con una reduccion en la grasa y el peso corporal. Sin
embargo, las investigaciones realizadas con el té verde han sido muy diversas. El contenido alto
de galato de epigalocatequina (EGCG), convierte al té verde en una fuente alta de carbohidratos,
sobre todo los refinados mientras que las harinas blancas, el azucar o el arroz no integral, son
considerados hoy dia como los peores alimentos que puedes incluir en una dieta. Sobre todo, si

lo haces en forma desmedida. Es que es energia de absorcion muy rapida, que, si no es utilizada
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por el organismo de forma rapida, se almacena en tu cuerpo en forma de grasa, (Carminiano, 2019
pag. 12).

La medida del contenido de carbohidratos los cuales son los componentes principales utilizados
en la elaboracién de la bebida obtenida fue del 92% Yy es superior a la obtenida en la investigacion
de (Quezada, 2014), quien menciona que al elaborar un sustrato a base de linaza la concentracion
de carbohidratos fue del 48%. Por lo tanto, los sustratos empleados en la elaboracion del té de
kombucha de la presente investigacion son més ricos en carbohidratos por ende se permite una

mayor dilucién para proporcionar mayor efecto energético.

3.1.4. Azucares

Al realizar el andlisis del contenido de azucares presente enla materia prima, se registraron
diferencias altamente significativas (p<= 0.01), con una media de 59,44% que quiere decir que el
azlcar presente en este producto es bajo, para la materia prima café, se aprecia una media de
70,98%y en lacanela, se reportdé una media de 55,29 %que quiere decir que el azlcar presente

esta en una proporcion considerable.

Es decir que en el café existe la mayor presencia de azucares de las tres materias primas evaluadas
lo que tiene que ver con lo reportado por (Carminiano, 2019), quien menciona gue en las personas
con diabetes el pancreas no produce suficiente hormona insulina o las células no responden
adecuadamente a su accidn, lo que provoca que los niveles de azucar en la sangre se eleven. La
canela reduce el azicar en la sangre y combate la diabetes porque imita los efectos de la insulina
y facilita el transporte de glucosa a las células, lo que quiere decir que es un perfecto sucedaneo

del azticar com(n, (Carminiano, 2019 pég. 17).

Para contrarrestar los efectos de la vejez, la canela aporta una importante cantidad de
antioxidantes gracias a su concentracion de compuestos fendlicos. El aceite de canela y sus
propiedades fungicidas como antibacterianas, lo ha hecho merecedor de un puesto en la industria

cosmeética,(Carminiano, 2019 pag. 17). .

Sin embargo, la cafeina presente en el café actda en el cerebro, bloqueando un neurotransmisor,
la adenosina, que hace que aumenten otras sustancias como la dopamina o la norepinefrina, que
aceleran la actividad cerebral, mejorando varios aspectos que incluyen la memoria, el &nimo, la
vigilancia, los niveles de energia, los tiempos de reaccion y la funcién cognitiva general. Su abuso

puede provocar trastornos del suefio, por lo que se recomiendan no mas de cuatro tazas al dia,
(Carminiano, 2019 pég. 14).
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La principal funcién del azlcar es proporcionar la energia suficiente para 6rganos del cuerpo
como el cerebro y los musculos. Solo el cerebro es responsable del 20% del consumo de energia
procedente de la glucosa, aunque también es necesaria como fuente de energia para todos los

tejidos del organismo. Pero en el té es minimo el aporte,(Lescano, 2015 pég. 19).

El té verde es una de las infusiones méas populares, tanto para proporcionar energia como para
mejorar la salud de los consumidores como a la hora de perder peso. Los nutricionistas suelen
recomendar la ingesta de té verde en forma de infusién por las multiples propiedades que ofrece y

su escaso aporte caldrico, (Fontana, 2011 pag. 14).

La respuestas alcanzadas de los azucares en la presente investigacion gque establecieron una media
de 59,44 %, guarda concordancia con la investigacion de (Fula, 2010), que menciona que al
preparar el sustrato con canela para la obtencién de bebidas funcionales alcanz6 contenido de
azucares de 58,78 %. La medida de azUcar obtenida brind6 un efecto positivo y fue necearia para

llevar el proceso a cabo el proceso de fermentacién de la bebida.

3.2.  Evaluacion de las caracteristicas fisico-quimicas de los sustratos o liquidos (té, café
y canela), para determinar la viabilidad del Acetobacter Aceti y Saccharomyces
cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi (hongo kombucha)

3.21. pH

Al realizar el analisis de la variable pH de los sustratos que serviran para determinar la viabilidad
del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi (hongo
kombucha) se aprecia diferencias significativas entre medias (P< 005), porefecto del tipo de
sustrato, estableciéndoseque para elsustrato té, se reporté una media de pH de 4,37 por lo que se

puede decir que es una solucién con un caracter acido en la escala del pH.
Mientras que para el café el pH fuede 4,53 infiriendo por tanto que su acidez aumenta sin el debido

aditamento de algun tipo de azucar. Finalmente, para la canela el pH, fue de 4,55 que quiere decir

que la solucidn va en ascendencia hacia la acidez, como se indica en la tabla 2-3.
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Tabla 2-3:Evaluacion del sustrato utilizado para la determinacion de la viabilidad del Acetobacter
aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomycesgisevi(HONGO
KOMBUCHA) para una posible aplicacion en la agroindustria,

TIPO DE SUSTRATO

VARIABLES Té verde Café Canela EE Prob  Sign
pH 4.37b 4.53a 4.55a 0.03 001 *
Acidez 0.3c 0.73a 0.4b 0.02 0.03 *
Grados Brix 12.13b 12.53ab 13.33a 024 0.03 *

Elaborado por: RICAURTE, Andrés, 2020.

De los resultados expuestos se aprecia que el sustrato menos acido fue el preparado con canela
denotando en la elevacion de acidez que exista entorno a los sustratos examinados. Ya que
segUn(Parales, 2019 pég. 1), como particularidades propias del café tenemos su sabor amargo y un
olor agradable caracteristico que corroboran la media antes mencionada y considerando también
que el nivel de pH esta en descenso esto puede ser una ventaja o desventaja de consumo en el
cuerpo que se basa en el modo de consumo y en la cantidad de veces al dia que se lo tome, aunque
al ser mezclada o disuelta en agua y agregandole algun tipo de azlcar su acidez regresa a la
neutralidad y permite que su sabor y propiedades para el cuerpo humano sean absorbidas de forma

mas comestible.

Mientras que la canelaes excelente para aliviar molestias digestivas e intestinales y elimina
flatulencias junto a otros males del estbmago como la acidez o la falta de apetito. Adicional a esto
su componente de fibra dietética, hierro y calcio disminuyen el riesgo de sufrir padecimientos del

colon,(Brado, Patrick, 2017 pag. 34).

La medida de pH obtenida que es de 4.55 en el caso de la canela en concordancia con la
investigacion de (Fula, 2010), que menciona que al preparar el sustrato con canela para la obtencion
de bebidas funcionales alcanz6 un pH de 6.96. La medida de pH obtenida brind6 un efecto
protector evitando que se produjera cambios en el producto, evitando la sedimentacion, la

produccion de CO; y la transformacion de sélidos totales en solidos solubles, (Calvo, 2013 pag. 45).
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3.2.2. Acidez

Al realizar el anlisis de la acidez delos sustratos, se registraron diferencias significativas (p >
0.05), estableciéndose que para el té verde una media de acidez de 0,3 asi como en el café la
acidezfuede 0,73 correspondiendo auna solucion bastante &cida. Mientras tanto que para la
canelala acidez, mediafue de 0,4 siendo una solucién acida, ya que se aleja de su nivel de

neutralidad.

Al evaluar los resultados de acidez de los sustratos se aprecia lamedia mas acida se reporté en el
caféy menos acida en elté, nos permite deducir que tiene mas ventajas nutricionales y que aporta
grandes beneficios para la salud del cuerpo humano dependiendo el ritmo de consumo que tenga

en nuestro dia a dia.

Al respecto (Palate, 2009 pag. 1), indica que la acidez, al igual que el pH es una propiedad de suma
importancia debido a que es un indicador de los microorganismos que pueden estar presentes,
desarrollarse o deteriorar el alimento el nivel de acidez se incrementa al aumentar el tiempo de
obtencion o bien fuera de refrigeracion, por lo que el control de esta variable resulta importante
en el agrado del consumidor.; el valor de acidez obtenidos refleja que se encuentra dentro del
parametro establecido, es importante mencionar que dependiendo de la produccion de acido

afectara la textura y el sabor del producto

3.2.3. Grados Brix

Al realizar el andlisis de los grados Brix de los sustratospara la determinacion de la viabilidad del
Acetobacter aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi (hongo
kombucha) para una posible aplicacién en la agroindustria se registraron diferencias significativas
entre medias ( P< 0.05), establecidos que para el sustrato té, , la media fue de 12,13 grados Brix,
tomandose como referencia que los grados Brixmiden el cociente total de sacarosa disuelta en un

liquido y en este caso se encuentra en un porcentaje bajo.

En el sustrato café se registraron una media de 12,53 grados Brix, quiere decir que contiene mas
sacarosa que el té verde en unos 0,4 grados de ventaja, mientras que, en la canela, se registro una
media de 13,13 grados Brix, de lo cual podemos deducir que se encuentra en una cantidad

considerable en la solucion.

Comparando los grados Brix del café, el té y la canela se puede concluir que la canela posee un

nivel de sacarosa mas alto que los dos anteriores, convirtiéndola como antes ya lo mencionamos
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en un sustituto perfecto para la azticar comdn que consumimos a diario y nos aporta menos valor

nutricional y perjudica nuestra salud con el paso del tiempo.

Al respecto (Stevens, 2002 pag. 1), manifiesta que el café es menos acido que el té verde y por ende
tiene un sabor un poco més dulzén, que segln expertos depende mucho también del tipo de tueste
que tenga el grano para su consumo 'y el tipo de liquidos con los que se lo mezcle, puede ser leche,

agua, agregandole miel o azucar, etc.

La sacarosa aporta la energia necesaria para el metabolismo de los microorganismos, mientras
que el té verde aporta los nutrientes necesarios para el desarrollo de dichos microorganismos. Al
existir mayor cantidad de sacarosa va existir mayor cantidad de azlcar en disolucion, pero con el
té se encuentra en menor cantidad razén por lo cual la cantidad de azlcar en disolucion es menor,

produciéndose un descenso en los grados Brix.

3.3. Evaluacién de las caracteristicas fisico-quimicas del productopara la
determinacion de la viabilidad del Acetobacter aceti y Saccharomyces cerevisiae
presentes en el hongo kombucha

3.3.1. pHO0,24,48,72,96 y 120 horas

Al realizar el analisis estadistico del pH del té de kombucha en base a 6 horas distintas de
(0,24,48,72,96,120 horas), observacion se registraron diferencias altamente significativas (p <
0.01), entre medias estableciéndose que para el caso del té verde se observé una media inicial de
4,42; en tanto que a las 24 horas de 4,37, a las 48 horas de 4,46, a las 72 horas de 3,52, a las 96
horas de 3,56 y a las 120 horas de 3,47, de lo cual podemos concluir que paulatinamente los

valores del pH van en direccion a su acidez.

Para el caso del café se aprecia medias de pH a las 0 horas de 4,53, a las 24 horas de 4,42, a las
48 horas de 4,42, a las 72 horas de 3,6, a las 96 horas de 3,64 y a las 120 horas de 3,38, de lo cual
podemaos concluir que paulatinamente los valores del pH van en direccion a su aumento de acidez,

como se aprecia en la tabla 11-3.
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Tabla 11-3: Evaluacion de las caracteristicas fisico quimicas del té de Kombucha para una
posible aplicacion en la agroindustria, mediante la utilizacion de tres sustratos.
TIPO DE SUSTRATO

VARIABLES Té verde Café Canela EE Prob Sign
pH 0 horas 442 b 453 a 4.55 a 0.03 1.7E-02 *
pH 24 horas 437 a 442 a 4.38 a 0.03 3.9E-01 ns
pH 48 horas 446 a 442 a 4.36 a 0.07 6.1E-01 ns
pH 72 horas 352 b 36 b 4.36 a 0.04 9.0E-09 **
pH 96 horas 356 ¢ 364 b 4.36 a 0.01 3.8E-16 **
pH120 horas 347 b 338 b 4.46 a 005 15E-09 *k
Acidez 0 horas 043 b 073 a 0.4 b 0.03 8.0E-06 *k
Acides 24 horas 055 b 082 a 0.3 c 0.02 4.1E-09 *k
Acidez 48 horas 057 b 077 a 0.3 c 0.03 6.1E-07 *x
Acidez 72 horas 11 a 11 a 0.37 b 0.04 5.2E-09 **
Acides 96 horas 127 a 123 a 0.3 b 0.05 1.4E-08 *x
Acidez 120 horas 127 a 133 a 0.3 b 0.03 1.9E-11 *k
Alcohol 24 horas 043 a 047 a 0 b 0.02 1.0E-09 *k
Alcohol 48 horas 087 a 09 a 0 b 0.01 5.9E-15 ol
Alcohol 72 horas 067 a 0.63 a 0 b 0.02 1.4E-11 *k
Alcohol 96 horas 060 a 063 a 0 b 0.01 4.2E-13 *k

Elaborado por: RICAURTE, Andrés, 2020.

Mientras tanto que para la canela el pH en base a 6 horas diferentes (0, 24, 48, 72, 96, 120 horas),
de observacion reportaron valores de Ohoras de 4,55, a las 24 horas de 4,38, a las 48 horas de
4,36, a las 72 horas de 4,36, a las 96 horas de 4,36 y a las 120 horas de 4,46, de lo cual se deduce

que este producto esta dentro de los parametros de acidez y no la alcalinidad.

Se puede decir por lo tanto que entre mas aumente el tiempo en el que se mida el pH del té verde,
este decrecera considerablemente, lo que implica que a las 0 horasél te tendra un sabor menos
amargo que cuando se lo consuma a las 120 horas, si consideramos los valores que arrojaron las

pruebas realizadas.
Al decrecer su pH su tiempo de consumo es menor, sin embargo, al ser un producto de consumo

rapido, sus efectos en la salud no son nocivos, permitiendo hasta un poco més del mes para ser

disuelto y acabado.
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Los valores de medias que nos han arrojado los andlisis se mantienen en 4, sin embargo, sus
decimas nos permiten saber en qué tiempo existe un descenso o aumento del pH en cuanto a
acidez, en este caso aumenta la acidez hasta el dltimo tiempo considerado y es ahi donde aumenta,

pero no al mismo nivel del primero, es decir, es mas acido

(Salamanca, 2014), reporta que el pH final de la fermentacién después de 4 dias registré un resultado
que fluctuaba entre 3.8 y 4, teniendo un pH inicial de 6.29 y 6.79.Asi como de (Gonsalez, 2019)
quien manifiesta que la fermentacion de una bebida en base a hongo kombucha termina el

proceso de fermentacion cuando las bebidas presentaban un pH de 3.8-4.0.

3.3.2. Acidez 0,24,48,72,96 y 120 horas

Al realizar el andlisis de la acides del té de kombucha se aprecian diferencias altamente
significativas (P< 0.01), entre medias estableciéndose que para el té de kombucha que se prepara
con sustrato té la acidez en base a 6 horas diferentes (0,24,48,72,96,120 horas), de observacion
fue a las 0 horas de 0,43, a las 24 horas de 0,55, a las 48 horas de 0,57, a las 72 horas de 1,1, a las

96 horas de 1,27 y a las 120 horas de 1,27, por lo que se denota un aumento de acidez.

En tanto que para el té de kombucha elaborado con sustrato caféla acidez establecié promedios a
las 0 horas de 0,73, a las 24 horas de 0,82, a las 48 horas de 0,77, a las 72 horas de 1,1, a las 96
horas de 1,23 y a las 120 horas de 1,33.

Finalmente, cuando se evalu6 el té de kombucha con sustrato canela las acideces en base a 6 horas
diferentes fueron a las 0 horas de 0,4, a las 24 horas de 0,3, a las 48 horas de 0,3, a las 72 horas
de 0,37, alas 96 horas de 0,3 y a las 120 horas de 0,3, por lo que se denota un aumento de acidez.

Al respecto (Calonge, 2014), menciona que la acidez al ir en aumento, quiere decir que entre mas
pase el tiempo el nivel de azlcar o sus sucedaneos, que se deba afiadir para que sea consumible
serd mayor y por ende los problemas en la salud de nuestro cuerpo también serdn mayores. Si se
toma en cuenta las medias antes mencionadas, la informacion que se obtiene es que en el primer
tiempo reduce la acidez, en el segundo aumenta mas la acidez y en los siguientes tiempos se

reduce aun mas esta caracteristica.
Que como mencionamos anteriormente inferird en su sabor més que en otros aspectos 0

propiedades de este producto y por supuesto al ascender su acidez también debe por ende tratar

de ser consumido en un lapso de tiempo no muy grande debido a sus efectos en la salud del cuerpo.
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El té de kombucha es una bebida fermentada de ligero sabor &cido, que se prepara mediante té
endulzado que se fermenta mediante una gelatinosa colonia de microorganismos de nombre latino

Medusomyces gisevi (consistente principalmente, (Brado, 2017 péag. 67).

El complejo gelatinoso de kombucha, que trabaja de manera simbi6tica con cepas de bacterias y
levaduras en condiciones anaerobias obtiene margen energético de ganancia de la oxidacion de la
fructosa que es usada como fuente de carbono. Cada agente microbiano asociado a un sistema
fermentativo, tiene un intervalo tipico de pH dentro del cual es posible su crecimiento, éste

parametro juega un papel importante en la actividad de microbiana, (Martinez, 2002 pég. 56).

Los resultados expuestos en la presente investigacion son superiores a los indicados por (Gonzélez,
2014) quien al elaborar Bebidas fermentadas nutracéuticas elaboradas a partir del hongo
Kombucha y su uso potencial en el tratamiento de Sindrome metabdlico, registré una acidez
titulable de 0.3-0.45%. Asi como de (Lescano, 2015) quien al evaluar las caracteristicas fisico-
quimicas y capacidad antioxidante de “kombucha” expuso que los resultados obtenidos referente
a los aspectos fisico-quimicos del té de kombucha fueron: pH de 3.4 y de , acidez titulable de
0.38 %.

3.3.3. Contenido de alcohol 24,48,72 y 96 horas

Al realizar el anélisis del contenido de alcohol del producto té ( té de kombucha), al utilizar el
sustrato té se determinaron diferencias altamente significativas (P< 0.01), por efecto del tipo de
sustrato empleado en base a 6 horas diferentes (24,48,72,96horas), de observacion reportandose ,
una media de contenido de alcohol en la bebida preparada a las 24 horas de 0,43, a las 48 horas
de 0,87, a las 72 horas de 0,67 y a las 96 horas de 0,60, por lo que en base a estos valores se

aprecia que esta variable disminuye a medida que pasa el tiempo.

En tanto que para el té de kombucha elaborado con sustrato de café el contenido de alcohol
registré una media de 0,47 a las 24 horas, a las 48 horas de 0,9, a las 72 y 96 horas de 0,63.
Finalmente, cuando se evalud el té de kombucha con sustrato canela no se registro la presencia

de alcohol en las horas de observacion.
Al ser 0 todos sus valores, esto quiere decir que no hay presencia de contenido de alcohol en la

canela como en sus otros dos productos de analisis como el té o el café y por lo tanto no se puede

realizar mas conclusiones claras de esta variable.
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Por lo tanto, el contenido de alcohol presente en este producto varia de menos a mas y de més a
menos, sin una secuencia clara dentro del tiempo de medicion, sin embargo, en sus ultimos dos

tiempos no disminuye ni aumenta, presentando el mismo valor de alcohol 0,63.

Al respecto (Calvo, 2013 pag. 45), manifiesta que hay muchas dudas sobre este tema: unos dicen
que la kombucha tiene alcohol, y otros que no.El alcohol se origina en la fermentacion. Por esta
razdn, hay fermentos como el vino o la cerveza que son bebidas alcohdlicas.La kombucha también
es un fermento, asi que puede tener alcohol. Pero esto depende como se prepare.En realidad, hay
que tener en cuenta varios factores. Por ejemplo, algunos Scoby no producen alcohol, da igual
cuanto tiempo estén fermentando, los Ingredientes usados, es decir los sustratos, asi como el

tiempo de fermentado debido a que, a mayor tiempo, mas alcohol puede tener.

Lo normal es que la kombucha casera tampoco tenga alcohol, aungue hay que tener cuidado en
la elaboracion.Aun asi, tendria como mucho un 3% de alcohol, mas o menos. Esto sigue siendo

una cantidad muy baja, (Palate, 2009 pag. 59).

La medida del contenido de alcohol en el t¢ de kombucha fue de 0,43 0.84.a las 0 y 24 horas
guardan concordancia con la investigacion de (Rubio, A. 2012), quien menciona que el té fermentado
contiene entre 0,4% y 0,5% de etanol, dependiendo del tiempo y de las condiciones de
fermentacion. Segun la ley, toda bebida con un contenido de alcohol inferior a 0,5% puede
denominarse bebida “sin alcohol, sin embargo,él te de la presente investigacion supera este limite
sin embargo se puede considerar dentro de este grupo ya que,como resultado de la fermentacion

alcohdlica, algunas versiones pueden contener trazas de alcohol que van desde el 0,4 al 0,9 %.

3.4. Determinacion de la viabilidad microbiolégica del indculo en el tiempo (té, caféy

canela)

3.4.1. Por efecto del tipo de microorganismo

Al realizar el analisis de la viabilidad microbiolégica del inéculo en el tiempo se aprecia que para
el contenido de Saccharomyces cerevisiaepor efecto del tipo de bacterias, se registraron
diferencias altamente significativamente (p < 0.01), estableciéndose una media a las 24 horas de
42.22 UFC/mL, y las 48 horas de 17.78 UFC/mL,mientras que a partir de las 42 horas se e

videncia ausencia total, como se aprecia en la tabla 12-3.

En el caso de la viabilidad de la bacteria Acetobacter acetipresente en el té de kombucha, se
aprecia una media inicial de 41.67 UFC/mL, a las 24 horas de116.67 UFC/mL, a las 48 horas de
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114.44 UFC/mL, a las 72 horas de 115.56 UFC/mL, a las 96 horas de 124.44 UFC/mLy a las 120
horas de 147.78 UFC/mL, por lo que se aprecia que existe un aumento delAcetobacter aceti con
el tiempo.

Tabla 12-3:Determinacion de la viabilidad microbioldgica del in6culo en el tiempo (té, café y
canela) por efecto del tipo de microorganismo.

VARIABLE TIPO DE MICROORGANISMO

Saccharomyces Acetobacter

cerevisiae aceti EE PROB SIGN
Presencia a las O horas. Ob 41.67a 466 <0.0001 **
Presencia a las 24 horas. 42.22b 116.67a 294 51E-10 **
Presencia a las 48 horas. 17.78b 114.44a 7.11 55E-07 **
Presencia a las 72 horas. Ob 115.56b 157 1.7E-15 **
Presencia alas 96 horas. Ob 124.44a 208 2.0E-14 **
Presencia a las 120 horas. 0Ob 147.78a 157 8.9E-17 **

Elaborado por: RICAURTE, Andrés, 2020.

Al respecto (Calonge, 2003), menciona que el hongo Kombucha esta formados por un consorcio de
levaduras y bacterias y se utiliza para dar origen a una bebida fermentada a la cual se atribuyen
propiedades hipoglucemiantes, antinflamatorias, antihipertensivas, antioxidantes, etc., ésta

bebida se obtiene de la fermentacion de una infusion de diversos sustratos.

Los productos de fermentacion identificados han sido distintos acidos (lactico, acético, glucénico
y glucuronico) etanol y glicerol. También se han detectado vitaminas, antibiéticos y aminoécidos
La concentracion de estos productos dependera del tiempo y del lugar en el que se lleve a cabo la

fermentacion.

El Acetobacter aceti se trata de una bacteria que presenta movimiento gracias a sus flagelos, no

tiene la capacidad de producir enzimas de tipo proteoliticas (gelatinasas) que hidrolizan la
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gelatina. Su proceso metabdlico es bien conocido por producir acido acético en grandes
cantidades. es una bacteria con la capacidad de producir celulosa a partir de glucosa y a esta se
le atribuye la formacion de la matriz celulésica caracteristica del hongo kombucha, (Bacardit, 2012
pag. 34).

3.4.2. Por efecto del tipo de sustrato

Al realizar el andlisis de la viabilidad microbioldgica del indculo en el tiempo por efecto del tipo
de sustratoempleado (té, café y canela) se establecié que al ser preparado con el sustrato té se
registraron diferencias altamente significativas (p < 0.01), con una media inicial de 18.33
UFC/mL, a las 24 horas de 113.33 UFC/mL, a las 48 y 72 horas de 93.33 UFC/mL, y a partir de
las 96 horas se evidenciéun crecimiento a 100 UFC/mL, como se puede observar en la tabla 13-
3.

Tabla 13-3:Determinacion de la viabilidad microbioldgica del inéculo en el tiempo (té, café

y canela) por efecto del sustrato

TIPO DE SUSTRATOS

EE PROB SIGN

VARIABLE CANELA CAFE TE VERDE
Presencia a las 0 horas. 20a 23a 18a 5.71 0.035 ns
Presencia a las 24 horas. 43c 82b 113a 3.6 445E-08 **
Presencia alas 48 horas. 22¢ 83b 93a 8.71 157E-04 **
Presencia a las 72 horas. 0 80b 93a 192 4.18E-13 **
0
Presencia alas 96 horas. 87b 100a 255 4.87E-12 **
Presencia a las 120 horas. 0 122a 100b 1.92 2.09E-14 **

Elaborado por: Ricaurte, Andrés. 2020.

En tanto que la determinacion de presencia de microrganismos en el té de kombucha al utilizar
como sustrato la canela se presenté una media inicial de 20.83 UFC/mL, a las 24 horas de 43.33
UFC/mL, a las 48 horas de 21.67 UFC/mL, en tanto que, a partir de las 72 horas, se aprecia

ausencia total de esta bacteria en el t¢ de kombucha
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Una vez que se evaluo el té de kombucha se aprecia que al utilizar el sustrato café la viabilidad
microbiologica fue al inicio de 23.33 UFC/mL; presencia a las 24 horas de81.67 UFC/mL, a las
48 horas de 83.33 UFC/mL a las 72 horas de 80 UFC/mL; a las 96 horas de 86.67 UFC/mL y
finamente a las 120 Horas de 121.67 UFC/mL,

3.4.3. Por efecto de la interaccion entre el tipo de microorganismo y tipo de sustrato

La evaluacién de la viabilidad microbioldgica del té de kombucha reporto diferencias altamente
significativas por efecto de la interaccion entre los tipos de las bacterias versus los tipos de
sustrato estableciéndose que inicialmente la presencia del Acetobacter Aceti al utilizar el sustrato
canela el comportamiento al inicio fue de 41.67 UFC/mL, a las 24 horas de 63.33 UFC/mL, a las
48 horas de 43.33UFC/mL alas 72 y 96 horas ausencia total mientras que a las 120 horas existid
un crecimiento elevado con valores de 243.33 UFC / mL.

Para el caso de Acetobacter Aceti en el té de kombuchapreparado con sustrato café las respuestas
fueron al inicio de 46.67 UFC/mL,a las 24 horas de 133.33UFC/mL, a las 48 horas de143.33
UFC/mL, a las 72 horas160 UFC/mL, a las 96 horas173.33 UFC/mL y finalmente al final de la
evaluacion (120dias) la presencia de Acetobacter Aceti fue nula.

En la valoracion de la presencia del AcetobacterAceti al utilizar el sustrato té verde el
comportamiento al inicio fue de 36.67 UFC/mL, a las 24 horas de 153.33 UFC/mL, a las 48 horas
de 156.67UFC/mL, a las 72 de 186.67 UFC/mL, y a las 96 y 120 horas de 200 UFC / mL.

El anélisis de la viabilidad del saccharomycescerevisiae, en el té de kombucha preparado con el
sustrato canela se aprecia una media a las 24 horas de 23,33 UFC /mL, mientras que a partir de

las, 48 horas la ausencia es total de este tipo de bacterias, como se aprecia en la tabla 12-3.

La presencia de la bacteria Saccharomyces cerevisiae, en el té de kombucha preparado con el
sustrato café se registraron medias a las 24 horas de 30 UFC/mL, y las 48 horas de 23,33
UFC/mL, mientras tanto que a partir de las 72 horas se aprecia ausencia total hasta a finalizacién

de las horas de investigacion.

Al valorar la viabilidad de la bacteria Saccharomycescerevisiae, en el té de kombucha preparado
con el sustrato té se registraron medias a las 24 horas de 73.33 UFC/mL, y las 48 horas de 30
UFC/mL, mientras tanto que a partir de las 72 horas se aprecia ausencia total hasta a finalizacién

de las horas de investigacion.
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Tabla 13-3:Determinacion de la viabilidad microbiol6gica del indculo en el tiempo (té, café y canela) por efecto de la interaccion entre el tipo de materia

primay sustrato

INTERACCION ENTRE EL TIPO DE MICROORGANISMO Y EL TIPO DE SUSTRATO

EE Prob | Sign
Acetobacter | Acetobacter | Acetobacter | Saccharomyces | Saccharomyces | Saccharomyces

_ Aceti Aceti Aceti cerevisiae cerevisiae cerevisiae
Variable CANELA CAFE TE VERDE CANELA CAFE TE VERDE
Presencia 0 UFC/mL. 4167 a 4667 a 36.67 a 0 a 0 a 0 a 808 0.8282 ns
Presencia 24 UFC
/mL. 6333 b 13333 a 15333 a 23.33 c 30 c 73.33 b 509 0.0002 **
Presencia 48 UFC
/mL. 4333 b 14333 a  156.67 a 0 b 23.33 b 30 b 1232 0.0094 **
Presencia 72 UFC
/mL. 0 c 160 b 186.67 a 0 c 0 c 0 C 272 <0.0001 **

Presencia 96 UFC

/mL. 0 c 17333 b 200 a 0 c 0 c 0 c 272 <0.0001 **
Elaborado por: Ricaurte, Andrés. 2020
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CONCLUSIONES:

e El sustrato elaborado con canela, no es recomendable para la utilizacion en la elaboracion de
kombucha, ya que por sus propiedades antibidticas no permite el crecimiento de los diferentes

microorganismos.

e Para la materia prima se determin los resultados més altos en el caso del café, con azlcares
totales de 70.98%, carbohidratos94.48%, acidez de 0.13 y pH de 6.29.

o Elmejor sustrato para la elaboracion de té de kombucha, se desarrollé en el sustrato elaborado
con té verde, por la gran cantidad de taninos presentes en las hojas del mismo, por lo que sirve

como alimento para el desarrollo de los microorganismos.

e El andlisis fisico quimico del producto de la fermentacién del Kombucha, determind que la
calidad depende tanto del sustrato utilizado como el tiempo de fermentacion, registrandose
que al utilizar el té verde el valor inicial de pH fue de 4.42 , acides de 0.43 y alcohol de
0.43 sufriendo cambios, hasta obtener los valores finales, pasadas 120 H de analisis con un
valor de pH de 3.47, de acides de 1.27 y alcohol de 0.60 ; de la misma forma para el café los
valores iniciales fueron pH de 4.53 de acides 0.73 y alcohol de 0.47 y , pasadas 120 H de
analisis el un valor de pH de 3.38 de acides de- 1.33 y alcohol de 0.63.

e Se evalu6 la actividad microbioldgica de dos especies de microorganismos, en el caso del
café y el té verde, setuvo crecimiento de saccharomyces cerevisiae en un lapso de entre 24 y
48 H, mientras que para el acetobacter aceti, el crecimientofue desde las O H hasta las 120 H,
esto se debe a que el alcohol que produce el Saccharomyces cerevisiae sirve como ruta

metabdlica para el desarrollo del Acetobacter aceti.
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RECOMENDACIONES:

Se recomienda al elaborar la bebida fermentada a base de Medusomyces giseviaplicar
condiciones estrictas de limpieza y desinfeccién de materiales y equipos para evitar la
contaminacion de la biomasa, ya que si esta se contamina se origina el moho de Aspergillus

que es perjudicial para la salud.

Se recomienda aplicar procesos tecnoldgicos agroindustriales, para la elaboracion de la
bebida de Kombucha ya que de esta forma se puede colocar un nuevo producto en el mercado
y darle mayor tiempo de vida Gtil sin que pierda sus caracteristicas.

En futuras investigaciones se deben realizar ya producciones de té de kombucha, realizando
pruebas a gran escala y observar los cambios que se van dando durante el proceso; ademas de
darle una posible utilizacion a la biomasa (formacion mucosa) del Hongo kombucha,

resultante de la fermentacion.
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ANEXOS

Anexo A. Determinacion del pH de los diferentes sustratos para determinar la viabilidad del

Acetobacter Aceti y Saccharomyeces cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi

(hongo kombucha).
A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Repeticiones

Sustrato | ] | zX
, 4.37
Té verde 4.36 4.38 4.38
, 4,53
Cafeé 4.47 457 4.56
4,55
Canela 4,52 4.49 4.63
CV. 1.19%
X=4.48
B. ANALISIS DE VARIANZA
Grados
Fuente de de Suma de Cuadrado Fisher Fisher Fisher
variacion Libertad Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob Sign
Total 8 0.07 0.009
Tratamiento 2 0.06 0.028 9.74 5.14 10.92 0.01 *
Error 6 0.02 0.003
C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY
Sustratos Medias Rango E.E.
Té verde 4.37 b 0.03
Café 4.53 a 0.03
Canela 455 a 0.03




Anexo B.Determinacion de la acidez de los diferentes sustratos para determinar la viabilidad del
Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi
(hongo kombucha).

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Sustrato Repeticiones
I 1 I X
Té verde 0.3 0.3 0.3 0.3
Café 0.8 0.7 0.7 0.7
Canela 0.4 0.4 0.4 0.4
CV: 6.98
X=0.46
B. ANALISIS DE VARIANZA
Grados

Fuente de de Suma de Cuadrado Fisher Fisher  Fisher
variacion Libertad Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob Sign
Total 8 0.32 0.04
Tratamiento 2 0.31 0.15 139.00 514  10.92 0.00 *
Error 6 0.01 0.00

C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY

Sustratos Medias Rango E.E.
Té verde 0.30 c 0.02
Canela 0.40 b 0.02

Café 0.73 a 0.02




Anexo C.Determinacion de los grados Brix de los diferentes sustratos para determinar la
viabilidad del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el
Medusomyces gisevi (hongo kombucha).

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Sustrato Repeticiones

| 1 1 X
Té verde 121 12.3 12 12.13
Café 12.2 124 13 12.53
Canela 14 13 13 13.33
CvV: 3.32
X=12.66
B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados

Fuente de de Suma de Cuadrado  Fisher Fisher  Fisher
variacion Libertad Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob Sign
Total 8 3.30 0.4125
Tratamiento 2 2.24 1.12 6.34 5.14 10.92 0.03 *
Error 6 1.06 0.177

C.SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY

Sustratos Medias Rango E.E.
Té verde 12.13 b 0.24
Canela 12.53 ab 0.24

Café 13.33 a 0.24




Anexo D. Determinacion de los de los azucares totales de la materia prima para determinar la
viabilidad del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el
Medusomyces gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos.

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Sustrato Repeticiones
| 1 1 X
Té verde 59.81 58.70 59.81 59.44
Café 72.05 70.44 70.44 70.98
Canela 55.61 55.61 54.65 55.29
Cv:1.17
X=61.9
B. ANALISIS DE VARIANZA
Grados
de Suma de Fisher
Fuente de Liberta Cuadrado Cuadrado Calculad Fisher Fisher
variacion  d S medio 0 0.05 0.01 Prob  Sign
Total 8 399.55 49.944
Tratamient
0 2 396.39  198.194 375.86 514 10.92 0.00 *
Error 6 3.16 0.527

C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY

Sustratos Medias Rango E.E.
Canela 55.29 ¢ 0.42
Té verde 59.44 b 0.42

Café 70.98 a 0.42




Anexo E. Determinacion de los carbohidratos solubles de la materia prima para determinar la
viabilidad del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el
Medusomyces gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos.

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Repeticiones

Sustrato I I I X
Té verde 92.57 92.77 90.65 92
Café 93.06 95.28 95.11 94.48
Canela 90.29 90.21 90.36 90.29
Coeficiente de Variacion (CV): 1.07
X=92.25

B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados
Fuente de de Suma de Cuadrado  Fisher Fisher  Fisher
variacion Libertad Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob Sign
Total 8 32.52 4.07
Tratamiento 2 26.72 13.36 13.81 5.14 10.92 0.01 **
Error 6 5.80 0.97

C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY

Sustratos Medias Rango E.E.
canela 90.29 b 0.57
Té verde 92 ab 0.57

Café 94.48 a 0.57




Anexo F: Determinacion de la acidez de la materia prima para determinar la viabilidad del
Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi
(hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos.

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Repeticiones

Sustrato I 1 I X
Té verde 0.10 0.20 0.10 0.13
Café 0.30 0.40 0.30 0.13
Canela 0.10 0.20 0.10 0.13
Coeficiente de Variacion (CV):28.87 %
X=0.13

B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados

de Suma de Fisher
Fuente de Liberta Cuadrado Cuadrado Calculad Fisher Fisher
variacion  d S medio 0 0.05 0.01 Prob  Sign
Total 8 0.10 0.0125
Tratamient
0 2 0.08 0.04 12.00 5.14 10.92 0.01 *
Error 6 0.02 0.003

C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY

Sustratos Medias Rango E.E.
canela 0.13 b 0.03
Té verde 0.13 b 0.03

Café 0.33 a 0.03




Anexo G: Determinacion del pH de la materia prima para determinar la viabilidad del

Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi

(hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos.

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Repeticiones

Sustrato I 1 I X
Té verde 7.14 7.15 7.15 7.15
Cafe 6.28 6.30 6.28 6.29
Canela 7.90 7.91 7.90 7.9
Coeficiente de Variacion (CV): 0.11
X=711
B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados

Fuente de de Suma de Cuadrado  Fisher Fisher  Fisher
variacion Libertad Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob Sign
Total 8 3.93 0.491
Tratamiento 2 3.93 1.963 29443.17 5.14 10.92 0.00 **
Error 6 0.00 0.00007
C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY
Sustratos Medias Rango E.E.
Canela 6.29 c 4.70E-03
Té verde 7.15 b 4.70E-03
Café 7.9 a 4.70E-03




Anexo H: Determinacion del pH inicial del producto para determinar la viabilidad del
Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi
(hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos.

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES

Factor A Factor B I I Il X
Acetobacter Té verde 451 4.38 4.38 4.42
Acetobacter Café 4.47 457 4.56 4.53
Acetobacter Canela 4.52 4.49 4.63 4.55
Saccharomyces  Té verde 451 4.38 4.38 4.42
Saccharomyces  Café 4.47 4,57 4.56 4.53
Saccharomyces  Canela 4,52 4.49 4.63 4,55

Coeficiente de Variacion (CV): 1.52
X=4.53

B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados
Fuente de de Suma de Cuadrado Fisher Fisher Fisher
variacién  Libertad Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob Sign
Total 17.0 0.1

Factor A 1.0 0.0 0.0 0.0 4.7 9.3 1.0 ns
Factor B 2.0 0.1 0.0 585 3.9 6.9 0.02 *
Int A*B 2.0 0.0 0.0 0.0 39 6.9 1.0 ns
Error 12.00 0.06 0.005

C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY

Sustrato Medias E.E. Rango
Té verde 4.42 0.03 b
Café 4.53 0.03 a
Canela 4.55 0.03 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05



Anexo I: Determinacion del pH a las 24 horas del producto para determinar la viabilidad del
Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi
(hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES

Factor A Factor B I I Il X
Acetobacter Té verde 4.45 4.24 4.42 4.37
Acetobacter Café 4.44 4.40 4.43 4.38
Acetobacter Canela 4.42 4.37 4.34 4.42
Saccharomyces  Té verde 4.45 4.24 4.42 4.37
Saccharomyces  Café 4.44 4.40 4.43 4.38
Saccharomyces  Canela 4.42 4.37 4.34 4.42

Coeficiente de Variacion (CV): 1.61
X=4.39

B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados
Fuente de de Suma de Cuadrado Fisher Fisher Fisher
variacién  Libertad Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob Sign
Total 17 0.07

Factor A 1 0.00 0.000 0.00 4.75 9.33 1.000 ns
Factor B 2 0.01 0.005 1.02 389 6.93 0.391 ns
Int A*B 2 0.00 0.000 0.00 3.89 6.93 1.000 ns
Error 12.00 0.06 0.005

C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY

Sustrato Medias E.E. Rango
Té verde 4.37 0.03 a
Canela 4.38 0.03 a

Café 4.42 0.03 a




Anexo J: Determinacion del pH a las 48 horas del producto para determinar la viabilidad del
Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi
(hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos.

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES

Factor A Factor B I 1 Il X
Acetobacter Té verde 4.80 4.21 4.38 4.36
Acetobacter Cafeé 4.43 441 4.42 4.42
Acetobacter Canela 4.38 4.36 4.34 4.46
Saccharomyces  Té verde 4.80 4.21 4.38 4.36
Saccharomyces  Café 4.43 441 4.42 4.42
Saccharomyces  Canela 4.38 4.36 4.34 4.46

Coeficiente de Variacion (CV): 3.98
X=441

B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados
Fuente de de Suma de Cuadrado Fisher Fisher Fisher
variacion  Libertad Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob Sign
Total 17 0.40

Factor A 1 0.00 0.000 0.00 475 933 1.000 ns
Factor B 2 0.03 0.016 052 389 6.93 0.61 **
Int A*B 2 0.00 0.000 0.00 3.89 6.93 1.000 ns
Error 12 0.37 0.031

C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUNTUKEY

Sustrato Medias E.E. Rango
Canela 4.36 0.07 a
Café 4.42 0.07 a

Té verde 4.46 0.07 a




Anexo K: Determinacion del pH a las 72 horas del producto para determinar la viabilidad del

Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi

(hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES

Factor A Factor B I I Il X
Acetobacter Té verde 3.35 3.60 3.60 3.52
Acetobacter Café 3.60 3.70 3.50 3.6
Acetobacter Canela 4.37 4.36 4.35 4.36
Saccharomyces  Té verde 3.35 3.60 3.60 3.52
Saccharomyces  Café 3.60 3.70 3.50 3.6
Saccharomyces  Canela 4.37 4.36 4.35 4.36
Coeficiente de Variacion (CV): 2.65
X=3.83

B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados Cuadrad  Fisher Fishe Fishe

Fuente de de Suma de o Calculad r r

variacion  Libertad Cuadrados medio 0 0.05 0.01 Prob Sign
Total 17 2.72 0.16

FactorA 1 0.00 0.000 0.00 475 9.33 1.000 ns
Factor B 2 2.59 1.296 125.67 3.89 6.93 0.000 wx
Int A*B 2 0.00 0.000 0.00 3.89 6.93 1.000 ns
Error 12 0.12 0.010

C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY

Sustrato Medias E.E. Rango

Té verde 3.52 0.04 b

Café 3.6 0.04 b

Canela 4.36 0.04 a




Anexo L: Determinacion del pH a las 96 horas del producto para determinar la viabilidad del

Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi

(hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES

Factor A Factor B I 1 Il X
Acetobacter Té verde 3.56 3.55 3.57 3.56
Acetobacter Café 3.66 3.60 3.65 3.64
Acetobacter Canela 4.38 4.35 4.34 4.36
Saccharomyces Té verde 3.56 3.55 3.57 3.56
Saccharomyces Café 3.66 3.60 3.65 3.64
Saccharomyces Canela 4.38 4.35 4.34 4.36
Coeficiente de Variacion (CV): 0.59

X=13.85

B. ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Fisher Fisher Fisher

variacion Libertad  Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob Sign
Total 17 2.32

Factor A 1 0.00 0.000 0.00 475 9.33 1.000 ns
Factor B 2 2.32 1.159 2219.28 3.89 6.93 0.000 **
Int A*B 2 0.00 0.000 0.00 3.89 6.93

Error 12 0.01 0.001

C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY

Sustrato Medias E.E. Rango

Té verde 3.56 0.01 c

Café 3.64 0.01 b

Canela 4.36 0.01 a




Anexo M:Determinacion del pH a las 120 horas del producto para determinar la viabilidad del

Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi

(hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES

Factor A Factor B I I Il X
Acetobacter Té verde 3.50 3.40 3.50 3.38
Acetobacter Cafeé 3.40 3.45 3.30 3.47
Acetobacter Canela 4.37 4.35 4.65 4.46
Saccharomyces  Té verde 3.50 3.40 3.50 3.38
Saccharomyces  Café 3.40 3.45 3.30 3.47
Saccharomyces  Canela 4.37 4.35 4.65 4.46
Coeficiente de Variacion (CV): 2.96
X=3.77

B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados Cuadrad  Fisher Fishe Fishe

Fuente de de Suma de o Calculad r r

variaciébn  Libertad Cuadrados medio 0 0.05 0.01 Prob Sign
Total 17 4.43

FactorA 1 0.00 0.000 0.00 475 9.33 1.000 ns
FactorB 2 4.28 2.139 17204 3.89 6.93 0.000 **
Int A*B 2 0.00 0.000 0.00 3.89 6.93 1.000 ns
Error 12 0.15 0.012

C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY

Sustrato Medias E.E. Rango

Café 3.38 0.05 b

Té verde 3.47 0.05 b

Canela 4.46 0.05 a




Anexo N: Determinacion de la acidez inicial del producto para determinar la viabilidad del

Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces gisevi

(hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES

Factor A Factor B I I Il X
Acetobacter Té verde 0.30 0.50 0.50 0.43
Acetobacter Cafeé 0.80 0.70 0.70 0.73
Acetobacter Canela 0.40 0.40 0.40 0.40
Saccharomyces  Té verde 0.30 0.50 0.50 0.43
Saccharomyces  Café 0.80 0.70 0.70 0.73
Saccharomyces  Canela 0.40 0.40 0.40 0.40
Coeficiente de Variacion (CV): 14.27
X=0.52

B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados Cuadrad Fisher Fishe Fishe

Fuente de de Suma de o Calculad r r

variacién  Libertad Cuadrados medio 0 0.05 0.01 Prob Sign
Total 17 0.47

FactorA 1 0.00 0.000 0.00 475 9.33 1.000 ns
FactorB 2 0.40 0.202 36.40 3.89 6.93 0.000 **
Int A*B 2 0.00 0.000 0.00 3.89 6.93 1.000 ns
Error 12 0.07 0.006

C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY

Sustrato Medias E.E. Rango

Café 0.40 0.03 b

Té verde 0.43 0.03 b

Canela 0.73 0.03 a




Anexo O: Determinacion de la acidez a las 24 horas del producto para determinar la viabilidad

del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces

gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES

Factor A Factor B I I Il X
Acetobacter Té verde 0.65 0.50 0.50 0.55
Acetobacter Café 0.85 0.80 0.80 0.82
Acetobacter Canela 0.30 0.30 0.30 0.3
Saccharomyces  Té verde 0.65 0.50 0.50 0.55
Saccharomyces  Café 0.85 0.80 0.80 0.82
Saccharomyces  Canela 0.30 0.30 0.30 0.3
Coeficiente de Variacion (CV): 9.49
X=10.56
B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados
Fuente de de Suma de Cuadrado Fisher Fisher Fisher
variacién  Libertad Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob Sign
Total 17 0.83
Factor A 1 0.00 0.000 0.00 475 9.33 1.000 ns
Factor B 2 0.80 0.401 14420 3.89 6.93 0.000 **
Int A*B 2 0.00 0.000 0.00 3.89 6.93 1.000 ns
Error 12 0.03 0.003
C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY
Sustrato Medias E.E. Rango
Canela 0.3 0.02 c
Té verde 0.55 0.02 b
Café 0.82 0.02 a




Anexo P: Determinacion de la acidez a las 48 horas del producto para determinar la viabilidad
del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces
gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES

Factor A Factor B I I Il X
Acetobacter Té verde 0.70 0.50 0.50 0.57
Acetobacter Cafeé 0.80 0.70 0.80 0.77
Acetobacter Canela 0.30 0.30 0.30 0.3
Saccharomyces  Té verde 0.70 0.50 0.50 0.57
Saccharomyces  Café 0.80 0.70 0.80 0.77
Saccharomyces  Canela 0.30 0.30 0.30 0.3
Coeficiente de Variacion (CV):. 13.69
X=0.55

B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados
Fuente de de Suma de Cuadrado Fisher Fisher Fisher
variacién  Libertad Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob Sign
Total 17 0.72

Factor A 1 0.00 0.000 0.00 475 933 1.000 ns
Factor B 2 0.66 0.329 59.20 3.89 6.93 0.000 **
Int A*B 2 0.00 0.000 0.00 3.89 6.93

Error 12 0.07 0.006

C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY

Sustrato Medias E.E. Rango
Canela 0.3 0.03 C
Té verde 0.57 0.03 b
Café 0.77 0.03 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Anexo Q: Determinacion de la acidez a las 72 horas del producto para determinar la viabilidad
del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces
gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos.

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES

Factor A Factor B I I Il X
Acetobacter Té verde 1.20 1.10 1.00 1.1
Acetobacter Café 1.10 1.10 1.10 1.1
Acetobacter Canela 0.30 0.50 0.30 0.37
Saccharomyces  Té verde 1.20 1.10 1.00 1.1
Saccharomyces Café 1.10 1.10 1.10 1.1
Saccharomyces Canela 0.30 0.50 0.30 0.37
Coeficiente de Variacion (CV): 10.31
X=10.86
B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados
Fuente de de Suma de Cuadrado Fisher Fisher Fisher
variacién Libertad Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob  Sign
Total 17 2.24
Factor A 1 0.00 0.000 0.00 475 933 1.000 ns
Factor B 2 2.15 1.076 138.29 389 693 0.000 **
Int A*B 2 0.00 0.000 0.00 389 6.93 1.000 ns
Error 12 0.09 0.008
C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY
Sustrato Medias E.E. Rango
Canela 0.37 0.04 b
Té verde 1.1 0.04 a
Café 1.1 0.04 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Anexo R: Determinacion de la acidez a las 96 horas del producto para determinar la viabilidad
del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces
gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES

Factor A Factor B I 1 Il X
Acetobacter Té verde 1.50 1.10 1.20 1.27
Acetobacter Cafeé 1.30 1.20 1.20 1.23
Acetobacter Canela 0.30 0.30 0.30 0.3
Saccharomyces  Té verde 1.50 1.10 1.20 1.27
Saccharomyces  Café 1.30 1.20 1.20 1.23
Saccharomyces  Canela 0.30 0.30 0.30 0.3
Coeficiente de Variacion (CV):13.36
X=0.93

B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados
Fuente de de Suma de Cuadrado Fisher Fisher Fisher
variacién  Libertad Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob Sign
Total 17 3.80

Factor A 1 0.00 0.000 0.00 475 9.33 1.000 ns
Factor B 2 3.61 1.807 116.14 3.89 6.93 0.000 **
Int A*B 2 0.00 0.000 0.00 3.89 6.93 1.000 ns
Error 12 0.19 0.016

C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY

Sustrato Medias E.E. Rango
Canela 0.3 0.05 b
Té verde 1.23 0.05 a
Café 1.27 0.05 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Anexo S: Determinacion de la acidez a las 120 horas del producto para determinar la viabilidad

del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces

gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES

Factor A Factor B I 1 Il X
Acetobacter Té verde 1.40 1.20 1.20 1.27
Acetobacter Café 1.30 1.30 1.40 1.33
Acetobacter Canela 0.30 0.30 0.30 0.3
Saccharomyces  Té verde 1.40 1.20 1.20 1.27
Saccharomyces  Café 1.30 1.30 1.40 1.33
Saccharomyces  Canela 0.30 0.30 0.30 0.3
Coeficiente de Variacion (CV): 7.71
X=0.97
B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados
Fuente de de Suma de Cuadrado Fisher Fisher Fisher
variacion  Libertad Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob Sign
Total 17 4.08
Factor A 1 0.00 0.000 0.00 475 9.33 1.000 ns
Factor B 2 4,01 2.007 361.20 3.89 6.93 0.000 **
Int A*B 2 0.00 0.000 0.00 3.89 6.93 1.000 ns
Error 12 0.07 0.006
C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY
Sustrato Medias E.E. Rango
Canela 0.3 0.03 b
Té verde 1.27 0.03 a
Café 1.33 0.03 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Anexo T: . Determinacion del alcohol a las 24 horas del producto para determinar la viabilidad

del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces

gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES

Factor A Factor B I I Il X
Acetobacter Té verde 0.50 0.40 0.40 0.43
Acetobacter Café 0.50 0.50 0.40 0.47
Acetobacter Canela 0.00 0.00 0.00 0
Saccharomyces  Té verde 0.50 0.40 0.40 0.43
Saccharomyces  Café 0.50 0.50 0.40 0.47
Saccharomyces  Canela 0.00 0.00 0.00 0
Coeficiente de Variacion (CV):15.71
X=0.3

B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados Cuadrad Fisher Fishe Fishe

Fuente de de Suma de o Calculad r r

variacion  Libertad Cuadrados medio 0 0.05 0.01 Prob Sign
Total 17 0.84

Factor A 1 0.00 0.000 0.00 4.75 9.33 1.000 ns
Factor B 2 0.81 0.407 183.00 3.89 6.93 0.000 **
Int A*B 2 0.00 0.000 0.00 3.89 6.93 1.000 ns
Error 12 0.03 0.002

C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY

Sustrato Medias E.E. Rango
Canela 0 0.02 b
Té verde 0.43 0.02 a
Café 0.47 0.02 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Anexo U: Determinacion del alcohol a las 48 horas del producto para determinar la viabilidad

del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces

gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES

Factor A Factor B | Il 1 X
Acetobacter Té verde 0.80 0.90 0.90 0.87
Acetobacter Café 0.90 0.90 0.90 0.9
Acetobacter Canela 0.00 0.00 0.00 0
Saccharomyces  Té verde 0.80 0.90 0.90 0.87
Saccharomyces  Café 0.90 0.90 0.90 0.9
Saccharomyces  Canela 0.00 0.00 0.00 0
Coeficiente de Variacion (CV): 5.66
X=0.6
B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados
Fuente de de Suma de Cuadrado Fisher Fisher Fisher
variacién Libertad Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob Sign
Total 17 3.14
Factor A 1 0.00 0.000 0.00 475 9.33 1.000 ns
Factor B 2 3.12 1562 1406.00 3.89 6.93 0.000 **
Int A*B 2 0.00 0.000 0.00 3.89 6.93 1.000 ns
Error 12 0.01 0.001
C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY
Sustrato Medias E.E. Rango
Canela 0 0.01 b
Té verde 0.87 0.01 a
Café 0.9 0.01 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Anexo V: Determinacion del alcohol a las 72 horas del producto para determinar la viabilidad
del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces
gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos.

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES

Factor A Factor B I I Il X
Acetobacter Té verde 0.60 0.70 0.70 0.67
Acetobacter Café 0.60 0.70 0.60 0.63
Acetobacter Canela 0.00 0.00 0.00 0
Saccharomyces  Té verde 0.60 0.70 0.70 0.67
Saccharomyces  Café 0.60 0.70 0.60 0.63
Saccharomyces  Canela 0.00 0.00 0.00 0
Coeficiente de Variacion (CV): 10.88%
X=0.43

B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados
Fuente de de Suma de Cuadrado Fisher Fisher Fisher
variacién  Libertad Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob Sign
Total 17.00 1.72

Factor A 1 0.00 0.000 0.00 475 9.33 1.000 ns
Factor B 2 1.69 0.847 381.00 3.89 6.93 0.000 **
Int A*B 2 0.00 0.000 0.00 3.89 6.93 1.000 ns
Error 12.00 0.03 0.002

C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY

Sustrato Medias E.E. Rango
Canela 0 0.02 b
Té verde 0.63 0.02 a
Café 0.67 0.02 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Anexo W: . Determinacion del alcohol a las 96 horas del producto para determinar la viabilidad

del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes en el Medusomyces

gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos.

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

REPETICIONES

Factor A Factor B I 1 Il X
Acetobacter Té verde 0.60 0.60 0.60 0.6
Acetobacter Cafeé 0.60 0.60 0.70 0.63
Acetobacter Canela 0.00 0.00 0.00 0
Saccharomyces  Té verde 0.60 0.60 0.60 0.6
Saccharomyces  Café 0.60 0.60 0.70 0.63
Saccharomyces  Canela 0.00 0.00 0.00 0
Coeficiente de Variacion (CV): 8.11%
X=0.41
B. ANALISIS DE VARIANZA

Grados
Fuente de de Suma de Cuadrado Fisher Fisher Fisher
variacién  Libertad Cuadrados medio Calculado 0.05 0.01 Prob Sign
Total 17 1.54
Factor A 1 0.00 0.000 0.00 475 933 1.000 ns
Factor B 2 1.52 0.762 686.00 3.89 6.93 0.000 *x
Int A*B 2 0.00 0.000 0.00 3.89 6.93 1.000 ns
Error 12 0.01 0.001

C. SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY

Sustrato Medias E.E. Rango
Canela 0 0.01 b
Té verde 0.6 0.01 a
Café 0.63 0.01 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Anexo X:Determinacion de la viabilidad microbioldgica del indculo en el tiempo inicial para
determinar la viabilidad del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes
en el Medusomyces gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

TIPO DE REPETICIONES
MIROORGANISMO SUSTRATO I 1 Il X
Acetobacter aceti Canela 70 50 50 56.66
Acetobacter aceti Café 50 50 40 46.66
Acetobacter aceti Te 30 40 40 36.66
Saccharomyces cerevisiae  Canela 0 0 0 0
Saccharomyces cerevisiae  Café 0 0 0 0
Saccharomyces cerevisiae Te 0 0 0 0
Coeficiente de Variacion (CV): 67.17 %
X=23.33

B. ANALISIS DE VARIANZA
Fuente de Grados Suma de Cuadrad Fisher Fishe Fishe Prob  Sign

variacion de cuadrado o calculad r r

libertad s Medio 0 0.05 0.01
Total 17 10800.00 635.29
Tratamiento 5 10400.00 2080.00 62.400
Factos A 1 9800.00 9800.00 294.000 4.75 9.33 84E- **

10

Factor B 2 300.00 150.00 4500 389 693 0.03 ns
Interaccion 2 300.0000 150.00 4500 389 693 0.03 ns
A*B
Error 12 400.00 33.33

C. SEPARACION DE MEDIAS POR EFECTO DEL TIPO DE MICROORGANISMO
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=14.37332

Microorganismos Medias E.E.
Saccharomyces cerevisiae 0 4.66 b
Acetobacter aceti 41.67 4.66 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)




D. SEPARACION DE MEDIAS POR EFECTO DEL TIPO DE SUSTRATO

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=21.55491 Error: 195.8333 gl: 12

SUSTRATO MEDIAS E.E. RANGO

Te 18.33 5.71 a
Canela 20.83 571 a
Café 23.33 571 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

E. SEPRACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY POR EFECTO DE LA INTERACCION
ENTRE EL TIPO DE MICROORGANISMO Y EL SUSTRATO

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=38.37934

Error: 195.8333 gl: 12

MICROORGANISMO SUSTRATO  MEDIAS E.E.

Saccharomyces cerevisiae Café 0 8.08 a
Saccharomyces cerevisiae Canela 0 8.08 a
Saccharomyces cerevisiae Te 0 8.08 a
Acetobacter aceti Te 36.67 8.08 a
Acetobacter aceti Canela 41.67 8.08 a
Acetobacter aceti Café 46.67 8.08 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Anexo Y: Determinacion de la viabilidad microbiol6gica del indculo a las 24 horas para
determinar la viabilidad del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes
en el Medusomyces gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

TIPO DE REPETICIONES

MICROORGANISMO SUSTRATO I I Il X
Acetobacter aceti Canela 70 60 60 63.33
Acetobacter aceti Café 140 120 140 133.33
Acetobacter aceti Te 150 140 170 153.33
Saccharomyces cerevisiae  Canela 20 30 20 23.33
Saccharomyces cerevisiae  Café 30 30 30 30
Saccharomyces cerevisiae Te 80 70 70 73.33
Coeficiente de Variacion (CV): 11.1%
X=79.49

B. ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de Grados Suma de Cuadrad Fisher Fishe Fishe Prob  Sign

variacion de cuadrados o calculad r r
libertad Medio 0 0.05 0.01

Total 17 43694.44  2570.26

Tratamiento 5 42761.11 8552.22  109.957

Factos A 1 24938.89 24938.89 320.643 475 933 5.05E **
-10

Factor B 2 1474444  7372.22 94.786 3.89 6.93 4.45E **
-08

Interaccion 2 3077.777 1538.89  19.786 3.89 693 159 **

A*B 8 -04

Error 12 933.33 77.78

C. SEPARACION DE MEDIAS POR EFECTO DEL TIPO DE MICROORGANISMO

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=14.37332 Error: 195.8333 gl: 12

Microorganismo Medias E.E.
Saccharomyces cerevisiae 42.22 2.94 b
Acetobacter aceti 116.67 2.94 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)




D. SEPARACION DE MEDIAS POR EFECTO DEL TIPO DE SUSTRATO
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=21.55491 Error: 195.8333 gl: 12

SUSTRATO MEDIAS E.E. RANGO
canela 43.33 3.6 C
café 81.67 3.6 b
te 113.33 3.6 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

E. SEPRACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY POR EFECTO DE LA INTERACCION
ENTRE EL TIPO DE MICROORGANISMO Y EL SUSTRATO

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=38.37934 Error: 195.8333 gl: 12
MICROORGANISMO SUSTRATO MEDIAS N E.E.
Saccharomyces cerevisiae canela 23.33 3 5.09 c
Saccharomyces cerevisiae café 30 3 5.09 c
Acetobacter aceti canela 63.33 3 5.09 b
Saccharomyces cerevisiae te 73.33 3 5.09 b
Acetobacter aceti café 133.33 3 5.09 ab
Acetobacter aceti te 153.33 3 5.09 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Anexo Z: Determinacion de la viabilidad microbioldgica del indculo a las 48 horas para
determinar la viabilidad del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes
en el Medusomyces gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

TIPO DE REPETICIONES
MICROORGANISMO SUSTRATO | 1 Il X
Acetobacter aceti Canela 100 20 10 46.6
Acetobacter aceti Café 140 140 150 143.33
Acetobacter aceti Te 160 140 170 156.66
Saccharomyces cerevisiae  Canela 0 0 0 0
Saccharomyces cerevisiae  Café 20 20 30 23.33
Saccharomyces cerevisiae Te 30 30 30 30
Coeficiente de Variacion (CV): 32.28 %
X=66.65

B. ANALISIS DE VARIANZA
Fuente de Grados Suma de Cuadrad Fisher Fishe Fishe Prob  Sign

variacion de cuadrados o0 calculad r r
libertad Medio 0 0.05 0.01

Total 17 72027.78 4236.93

Tratamiento 5 66561.11 13312.22 29.222

Factos A 1 42050.00 42050.00 92305 475 933 O55E- **
07

Factor B 2 18077.78 9038.89 19.841 389 693 16E- **
04

Interaccion 2 6433.333 3216.67 7061 389 693 94E- **

A*B 3 03

Error 12 5466.67 455.56

C. SEPARACION DE MEDIAS POR EFECTO DEL TIPO DE MICROORGANISMO

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=14.37332 Error: 195.8333 gl: 12

Microorganismo Medias E.E.
Saccharomyces cerevisiae 17.78 711 b
Acetobacter aceti 114.44 711 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)




D. SEPARACION DE MEDIAS POR EFECTO DEL TIPO DE SUSTRATO

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=21.55491

Error: 195.8333 gl: 12

SUSTRATO MEDIAS E.E. RANGO
canela 21.67 871 b
café 83.33 8.71 a
te 93.33 8.71 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

E. SEPRACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY POR EFECTO DE LA INTERACCION

ENTRE EL TIPO DE MICROORGANISMO Y EL SUSTRATO

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=38.37934

Error: 195.8333 gl: 12

MICROORGANISMO SUSTRATO MEDIAS N E.E.

Saccharomyces cerevisiae canela 0 3 1232 b
Saccharomyces cerevisiae café 23.33 3 1232 b
Saccharomyces cerevisiae te 30 3 1232 b
Acetobacter aceti canela 43.33 3 1232 b
Acetobacter aceti café 143.33 3 12.32 a
Acetobacter aceti te 156.67 3 12.32 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Anexo AA: Determinacion de la viabilidad microbioldgica del indculo a las 72 horas para

determinar la viabilidad del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae

presentes en el Medusomyces gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes

sustratos

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

TIPO DE REPETICIONES
MICROORGANISMO SUSTRATO I Il X
Acetobacter aceti Canela 0 0 0
Acetobacter aceti Café 160 160 160 160
Acetobacter aceti Te 180 200 180 186.67
Saccharomyces cerevisiae  Canela 0 0 0
Saccharomyces cerevisiae  Café 0 0 0
Saccharomyces cerevisiae  Te 0 0 0
Coeficiente de Variacion (CV): 8.16 %
X=57.78
B. ANALISIS DE VARIANZA
Fuente de Grados Suma de Cuadrad Fisher Fishe Fishe Prob  Sign
variacion de cuadrados o calculad r
libertad Medio 0 0.05 0.01
Total 17 121511.11 7147.71
Tratamiento 5 121244.44 24248.89 1091.20
0
Factos A 1 60088.89 60088.89 2704.00 4.75 933 1.7E- **
0 15
Factor B 2 30577.78 15288.89 688.000 3.89 6.93 4.2E- **
13
Interaccion 2 30577.777 15288.89 688.000 3.89 6.93 4.2E- **
A*B 8 13
Error 12 266.67 22.22




C. SEPARACION DE MEDIAS POR EFECTO DEL TIPO DE MICROORGANISMO

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=14.37332 Error: 195.8333 gl: 12

Microorganismo Medias E.E.
Saccharomyces cerevisiae 0 157 b
Acetobacter aceti 115.56 157 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

D. SEPARACION DE MEDIAS POR EFECTO DEL TIPO DE SUSTRATO
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=21.55491 Error: 195.8333 gl: 12

SUSTRATO MEDIAS E.E. RANGO
canela 0 192 ¢
café 80 192 b
te 93.33 192 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

E. SEPRACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY POR EFECTO DE LA INTERACCION
ENTRE EL TIPO DE MICROORGANISMO Y EL SUSTRATO

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=38.37934 Error: 195.8333 gl: 12
MICROORGANISMO  SUSTRATO MEDIAS N E.E.

Saccharomyces cerevisiae canela 0 3 272 ¢
Saccharomyces cerevisiae café 0 3 272 ¢
Saccharomyces cerevisiae te 0 3 272 ¢
Acetobacter aceti canela 0 3 272 ¢
Acetobacter aceti café 160 3 272 b
Acetobacter aceti te 186.67 3 2.72 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Anexo BB: Determinacion de la viabilidad microbiolégica del inéculo a las 96 horas para

determinar la viabilidad del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes

en el Medusomyces gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos
A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

TIPO DE REPETICIONES
MICROORGANISMO SUSTRATO | I Il X
Acetobacter aceti Canela 0 0 0 0
Acetobacter aceti Café 180 160 180 173
Acetobacter aceti Te 200 210 190 200
Saccharomyces cerevisiae  Canela 0 0 0 0
Saccharomyces cerevisiae  Café 0 0 0 0
Saccharomyces cerevisiae Te 0 0 0 0
Coeficiente de Variacion (CV): 10.02 %
X=62.22
B. ANALISIS DE VARIANZA
Fuente de Grados Suma de Cuadrado Fisher Fisher Fisher Prob  Sign
variacion de cuadrados ~ Medio calculado 0.05 0.01
libertad
Total 17 140911.11  8288.89
Tratamiento 5 140444.44 28088.89 722.286
Factos A 1 69688.89 69688.89 1792.000 4.75 9.33 2.0E- **
14
Factor B 2 35377.78 17688.89  454.857 3.89 6.93 4.9E- **
12
Interaccion 2 35377.7778 17688.89  454.857 3.89 6.93 4.9E- **
A*B 12
Error 12 466.67 38.89

C. SEPARACION DE MEDIAS POR EFECTO DEL TIPO DE MICROORGANISMO

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=14.37332

Microorganismo Medias
Saccharomyces cerevisiae 0
Acetobacter aceti 124.44

E.E.

208 b
208 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

D. SEPARACION DE MEDIAS POR EFECTO DEL TIPO DE SUSTRATO



Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=21.55491  Error: 195.8333 gl: 12

SUSTRATO MEDIAS N E.E. RANGO
canela 0 6 2.55 c
café 86.67 6 2.55 b
te 100 6 2.55 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

E. SEPRACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY POR EFECTO DE LA INTERACCION
ENTRE EL TIPO DE MICROORGANISMO Y EL SUSTRATO

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=38.37934 Error: 195.8333 gl: 12
MICROORGANISMO SUSTRATO MEDIAS E.E.
Acetobacter aceti canela 0 36 ¢c
Saccharomyces cerevisiae canela 0 36 ¢
Saccharomyces cerevisiae café 0 36 ¢
Saccharomyces cerevisiae  te 0 36 ¢
Acetobacter aceti café 173.33 36 b
Acetobacter aceti te 200 36 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Anexo CC:Determinacion de la viabilidad microbiolégica del in6culo a las 120 horas para
determinar la viabilidad del Acetobacter Aceti y Saccharomyces cerevisiae presentes
en el Medusomyces gisevi (hongo kombucha), utilizando diferentes sustratos.

A. RESULTADOS EXPERIMENTALES

TIPO DE REPETICIONES

MICROORGANISMO SUSTRATO I 1 Il X
Acetobacter aceti Canela 0 0 0 0
Acetobacter aceti Café 250 240 240 243
Acetobacter aceti Te 200 190 210 200
Saccharomyces cerevisiae Canela 0 0 0 0
Saccharomyces cerevisiae Café 0 0 0 0
Saccharomyces cerevisiae Te 0 0 0 0
Coeficiente de Variacion (CV): 6.38
X=73.89

B. ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de Grados Suma de Cuadrad Fisher Fishe Fishe Prob Sign

variacion de cuadrados o calculad r r
liberta Medio 0 0.05 0.01
d
Total 17 199627.78 11742.8
1
Tratamient 5 199361.11 39872.2 1794.25
0 2 0
Factos A 1 9827222 982722 442225 475 933 89E- **
2 0 17
Factor B 2 50544.44  25272.2 113725 3.89 693 21E- **
2 0 14
Interaccion 2 50544.444 252722 113725 3.89 6.93 21E- **
A*B 4 2 0 14

Error 12 266.67 22.22




C. SEPARACION DE MEDIAS POR EFECTO DEL TIPO DE MICROORGANISMO
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=14.37332 Error: 195.8333 gl: 12

Microorganismo Medias E.E.
Saccharomyces cerevisiae 0 157 b
Acetobacter aceti 147.78 157 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

D. SEPARACION DE MEDIAS POR EFECTO DEL TIPO DE SUSTRATO
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=21.55491 Error: 195.8333 gl: 12

SUSTRATO MEDIAS E.E. RANGO
canela 0 192 ¢
te 100 192 b
café 121.67 192 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

E. SEPRACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY POR EFECTO DE LA INTERACCION
ENTRE EL TIPO DE MICROORGANISMO Y EL SUSTRATO

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=38.37934 Error: 195.8333 gl: 12
MICROORGANISMO SUSTRATO MEDIAS E.E.
Saccharomyces cerevisiae te 0 272 ¢
Saccharomyces cerevisiae canela 0 272 ¢
Saccharomyces cerevisiae café 0 272 ¢
Acetobacter aceti canela 0 272 ¢
Acetobacter aceti te 200 272 b
Acetobacter aceti café 243.33 272 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)



