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INTRODUCCION

Manchurian fungus (Kombucha) es una simbiosis de bacterias y levaduras que viven en
perfecta armonia. Posee varios efectos beneficiosos que van desde la pérdida de peso a
curar el cancer, inclusive a curar el SIDA. (AMMAR, E y otros. 2012)

Se prepara tradicionalmente fermentando el té negro endulzado a una temperatura
ambiente por 14 dias. Popularmente es conocido como el “hongo de té negro” y su
consumo se descubri6 por primera vez en Manchuria-China, 220 afios a.C., después se
extendié a Rusia, Alemania (durante la 2 % guerra mundial) y luego a Francia, donde su
consumo se volvié muy popular como posteriormente lo hacia en Estados Unidos. Esta
popularidad se debe en gran partea los efectos curativos que se le atribuyen.
(DUFRESNE, C Y FARNWORTH, E. 2004)

En la década de los 60 se realizaron en Suiza numerosas investigaciones cientificas
sobre la Kombucha llegandose a la conclusion de que sus efectos son tan saludables
como el yogur. Varios autores hablan de su efecto terapéutico en base a los acidos
glucénico, glucuronico, L-lactico y acetico, vitaminas C y las del complejo B.
(STEVENS, N. 2008)

En la actualidad existen numerosas investigaciones cientificas del Kombucha
publicadas por ELSEVIER, donde se habla tanto de su ecologia como de los efectos

benéficos que presenta en la salud del consumidor.

Por cuestiones de tiempo y mal habito alimenticio, actualmente la mayoria de la
poblacion consume comidas rapidas; las cuales afectan notablemente al organismo
produciendo enfermedades como la obesidad, que se caracteriza por una hiperlipidemia
(niveles de colesterol y triglicéridos elevados) que conllevan a otras enfermedades

graves como diabetes, enfermedades cardiovasculares e incluso la muerte.

Segun la OMS la obesidad es la quinta causa de muerte a nivel mundial, ademas en el

ambito nacional constituye un problema de salud publica, razén por la cual se ha visto
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en la necesidad de elaborar un alimento funcional para contrarrestar dicha patologia y a
la vez mejorar la calidad de vida de la poblacién, siendo este ultimo uno de los objetivos

planteados en el “Plan Nacional del buen Vivir”.

En esta investigacion los objetivos planteados fueron: Desarrollar, elaborar y optimizar
bromatolégicamente una bebida de té negro fermentada a base de la Manchurian fungus
(Kombucha) y evaluar su actividad como potencial alimento funciona. Primeramente se
establecid la formulacion para la elaboracion de una bebida de té negro fermentada a
base de Manchurian fungus (Kombucha), buscando el rango adecuado de atributos de
calidad y parametros de proceso, que nos permitan obtener un producto optimizado
bromatologicamente. Ademas se va a evaluo la actividad probiotica e hipolipemiante de
la bebida optimizada como también se realizé el estudio de estabilidad fisico, quimico y
microbiolégico para determinar el tiempo de vida util del producto optimizado.

Haciendo uso del disefio experimental de Plackett-Burman se logré optimizar la bebida
de Kombucha, cuya formulacién consistio en utilizar una concentracion 0,5M de
sacarosa, 2500 ppm de té negro, 15 dias de fermentacion, 12500 ppm de in6culo y 3
ciclos de oxigenacion de 30minutos cada uno. Ademas se evalué la capacidad
probidtica de la bebida de Kombucha frente a E. coli, Salmonella gallinarum,
Staphylococcus aureus y Candida. La bebida inhibe el crecimiento de S. aureus y E.

coli, més aun no inhibe el crecimiento de Salmonella gallinarum y Candida.

Se concluye que el tiempo de fermentacion y la cantidad de sustrato (azlcar y té) son
los factores méas relevantes para optimizar la bebida de Kombucha. También se
concluye que el la bebida de Kombucha es un alimento funcional ya que reduce el

colesterol en un 25%.

Este trabajo de Investigacion se lo realizd en la ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE CHIMBORAZO, en los laboratorios de la FACULTAD DE
CIENCIAS.

La hipotesis del trabajo fue:

Xiv



La bebida de té negro fermentado a base de Manchurian fungus (Kombucha) es un
alimento funcional con actividad hiperlipemiante, que permitird mejorar la salud del

consumidor.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 ALIMENTOS FUNCIONALES

Segun la NTE INEN 2587:2011 se define: Alimento funcional, es un alimento natural
0 procesado que siendo parte de una dieta variada y consumido en cantidades adecuadas
y de forma regular, ademas de nutrir tiene componentes bioactivos que ayudan a las
funciones fisioldgicas normales y/o que contribuyen a reducir o prevenir el riesgo de
enfermedades.(NTE INEN 2587. 2011)

111 Caracteristicas de los alimentos funcionales

Los alimentos funcionales se caracterizan principalmente por su alto contenido
nutricional y sus componentes bioldgicos como antioxidantes, fibra, vitaminas y
minerales ayudando a mejorar la salud y a prevenir enfermedades. Dentro de sus

caracteristicas tenemos:

- Alimentos naturales a los que se les ha afiadido o se les ha quitado un

componente mediante medios tecnoldgicos o bioldgicos. También puede tratarse
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de un alimento, al cual se le ha modificado la naturaleza de uno o mas de sus
componentes, o en el que se ha modificado la biodisponibilidad de uno o més de
sus componentes, o cualquier combinacion de estas posibilidades.

- Alimentos con componentes afiadidos para proveer beneficios especificos.

- Alimentos a los que se les han quitado algin componente considerado adverso
para la salud.

- La presentacion de un alimento funcional tiene que ser como la de un alimento,
sin modificar sus caracteristicas. Nunca deben presentarse en forma de capsulas
0 comprimidos.

- Los alimentos funcionales tienen como objetivo modificar o potenciar las
propiedades saludables de alguno de sus componentes. Segun el concepto
tradicional de nutricion, la principal funcion de la dieta es aportar los nutrientes
necesarios para el buen funcionamiento del organismo.(ARANCETA, J y
otros. 2010)

1.1.2 Bebidas funcionales

Una bebida funcional es un producto no alcohdlico que incluye en su formulacién
ingredientes como: hierbas, vitaminas, minerales, aminoacidos, con fruta cruda o
verduras. Los ingredientes funcionales estan orientados a proporcionar un valor
agregado a la salud del consumidor, por lo que hoy en dia se han desarrollado una
amplia gama de productos aplicados en las bebidas saludables, ya sea agua embotellada,
jugos, entre otras, con ingredientes como el té verde, soya, fibras solubles, colageno,
vitaminas, minerales, etc.(ARANCETA, J y otros. 2010)

Las bebidas funcionales actualmente son muy populares y suele separarse en cuatro
grupos que son: bebidas enriquecidas (jugos fortificados con vitaminas y minerales);
bebidas para deportistas, bebidas energizantes y las nutracéuticas (cuyos ingredientes
dan un beneficio especifico al consumidor). Los ingredientes nutracéuticos cubren
diversas necesidades que van desde los beneficios digestivos y la desintoxicacion, hasta

los afrodisiacos, relajantes, reductores de colesterol o grasa, retardadores del
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envejecimiento, entre otros. Se promueve el consumo de las bebidas funcionales debido
a los beneficios que estas presentan como son: mejorar la inmunidad, la digestion, la

salud colectiva, proporcionan saciedad y energia. (ARANCETA, Jy otros. 2010)

1.2 ALIMENTOS PROBIOTICOS

La palabra probiotico se deriva de dos vocablos, del latin “pro” que significa “por” o
“en favor de”, y del griego “BIOS” que quiere decir “vida”, es decir probidtico significa
en pro de la vida o a favor de la vida, sin embargo el término ha sufrido algunas
modificaciones, por lo que probidtico también se ha definido como microorganismos
vivos y compuestos que participan en el balance y desarrollo microbiano intestinal,
mediante diferentes mecanismos. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS o WHO), la definicién de probidtico es: "Microorganismos vivos que, cuando
son suministrados en cantidades adecuadas, promueven beneficios en la salud del

organismo huésped."

Concepto de microorganismo probiotico segun la NTE INEN 2395:2011:
Microorganismo vivo, que suministrado en la dieta e ingerido en cantidad suficiente
ejerce un efecto benéfico sobre la salud, mas alla de los efectos nutricionales. (NTE
INEN 2395:2011)

Para que un microorganismo sea incluido dentro de los Alimentos Probidticos debe
cumplir con los siguientes requisitos:

1. Microorganismos presentes en humanos.

2. Tolerantes a los &cidos gastrointestinales y sales biliares.

3. Seguridad para consumo humano; es decir, no deben ser patdgenos.

4. Eficacia probada cientificamente.(ASTIASARAN, | y otros.2003)

Dentro de los microorganismos con efecto probiético se encuentran tanto hongos como

bacterias, como se muestran en la Tabla N°1.
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ANISMOS PROBIOTICOS

LACTOBACILOS BIFIDOBACTERIAS

OTRAS BACTERIAS LEVADURAS

Lactobacillus acidophilus  Bifidobacterium bifidum

L. acidophilus LCI

B. longum
L. acidophilus NCFB . .
1748 B. infantis
L. plantarum B. breve
L. casei
L. brevis B. adolecentis

L. fermentum
L. casei Shirota

L. rhamnousus (estirpe
GG)

L. delbrueckii bulgaricus

L. helveticus

Streptococcus salvarius

thermophilus Saccharomyces boulardii

Lactococcus lactis lactis

L. lactis cremoris

Enterococcus faecium

Leuconostoc
mesenteroides
dextranicum

Pediococcus acidilactici

Propionibacterium
freudenreichii

FUENTE: Alimentos y Nutricion en la Practica Sanitaria. Astiasaran I, et al (2003).

1.2.1 Mecanismo de accion de los alimentos Probioticos

Produccion de
sustancias antimicrobianas,”
acido lactico, bacteriocinas,

H202 \

Probidticos ‘ /

y;
s i u’/.

Funcién intestinal:
Digestion

Patogenos |

\
Competencia por
nutrientes y receptores

S //

o) %
\\. Lipopolisacaridos:
~ Peptidoglucanos

Sl Al

|

icroflora normal

Promocién de la
defensas del huésped

FUENTE: Probidticos, prebidticos y simbiéticos en el sindrome de intestino irritable. Guzman E, et al. (2010).
FIGURA N° 1. MECANISMO DE ACCION DE LOS PROBIOTICOS

Los probioticos pueden actuar:

1. En el lumen intestinal. Actian modificando el pH debido a la presencia de
acidos organicos de cadena corta como el &cido acético, propidnico y butirico
que son productos de fermentacion de la fibra dietética. Al disminuir el pH

intestinal favorecen el crecimiento de organismos beneficiosos, ademas en el
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intestino delgado se secretan sustancias (bacteriocinas) que inhiben el
crecimiento de microorganismos nocivos, consumiendo nutrientes especificos o
uniéndose competitivamente a los receptores intestinales de manera que
mantienen la flora intestinal y evitan la accion de dichos gérmenes.

2. Mejorando la funcién de la barrera intestinal, esto se lleva a cabo mediante
la accion del moco que junto con los enterocitos previene la entrada de
microorganismos patdgenos.

3. Mediante sus propiedades inmunomoduladoras: modifican la respuesta a
antigenos, aumentan la secrecién de IgA especifica frente a rotavirus, facilitan la
captacion de antigenos en la placa de Peyer, producen enzimas hidroliticas y
disminuyen la inflamacion intestinal. (FERRER, L y otros. 2001)

Incrementan la actividad fagocitica de leucocitos intestinales promoviendo una mayor
proliferacion de linfocitos B, que junto con un aumento en la secrecion de
inmunoglobulinas (A y G) estimulan la produccion de citoquinas (como la interleuquina
o factor de necrosis tumoral).(FERRER, L y otros. 2001)

Los probidticos aumentan la actividad de las hidrolasas de las sales biliares que se unen
al colesterol y ayudan a su eliminacion, por lo que tienen un efecto hipocolesterolémico.
Mediante la produccion de triglicéridos de cadena corta inhiben la sintesis de colesterol,
lo redistribuyen desde el plasma al higado y, por desconjugacion de las sales biliares, el
colesterol no se reabsorbe y es utilizado para la sintesis de novo de acidos biliares. Los
mecanismos de accion citados estan siendo estudiados y reevaluados, ya que en algunos
casos no se disponen de datos cientificamente probados in vivo. (FERRER, L y otros.
2001)
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TABLA 1. EFECTO Y MECANISMO DE ACCION DE LOS PROBIOTICOS

EFECTOS

MECANISMOS

Accion hipocolesterolémica

Antimicrobiano

Alteracién del metabolismo
microbiano y del hospedador

Proteccion de la barrera muco-

epitelial.

Desintoxicacion
Produccion de agentes antioxidantes

Produccion de moléculas protectoras
Inmunomoduladores

Estimulacién de motilidad intestinal

Produccion de acidos organicos de cadena corta que inhiben la enzima
HMG-CoA-reductasa.

Inhibicion de las micelas de colesterol.

Aumentan las sales biliares desconjugadas.

Produccion de sustancias antimicrobianas: acidos organicos, H20z2,
bacteriocinas.

Competencia por nutrientes.

Competencia por los sitios de adhesion.

Estimulacion o produccién de enzimas que intervienen en la digestion.
Reducen la produccién de sustancias toxicas.
Sintetizan vitaminas y otros nutrientes deficientes en las dietas.

Modifican las uniones estrechas.

Dismuye la permeabilidad.

Alteran el potencial eléctrico

Modifican las proteinas del citoesqueleto
Producen nutrientes y factores de crecimiento.
Aumentan la produccion de moco y defensinas.

Disminuyen las bacterias pro-carcinogénicas.
Disminuyen la actividad enzimatica procarcinogénica.
Aumenta la produccién de GST, GSH, GR, SOD, GPX.
Producen moléculas antioxidantes.

Producen butirato, propionato y acetato

Activacion de macrofagos

Modulan la funcién de macréfagos y monocitos.
Estimulacion de las células inmunes o competentes
Generan niveles elevados de inmunoglobulinas.
Modulan la funcioén de las células epiteliales y dendriticas.
Modulacion de la actividad antitumoral.

Aumentan el peristaltismo

FUENTE: Probiéticos. Jorge Reyes, et al. (2012).Revista Mexicana de Ciencias Farmacéuticas.

1.2.2

Los probidticos poseen varios efectos como los podemos observar en la tabla 2 y 3.

Efectos de los probidticos

Ademas de reducir la incidencia y la duracion de diarreas, ayudan al mantenimiento de
la integridad de las mucosas; modulan la inmunidad al evitar la translocacion
bacteriana, producen vitaminas como la B2, B6 y biotina y la asimilacion de
oligoelementos.

Por ejemplo la ingestion de Lactobacillus GG disminuye la gravedad y duracion de la
diarrea de origen virico y es eficaz en el tratamiento de las recaidas por Clostridium
difficile. (FERRER, L y otros. 2001)
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TABLA I1l. EFECTO DE LOS PROBIOTICOS SOBRE EL AD

GENEROS-ESPECIES EFECTOS
Lactobacillus acidophilus B6, B12, 4cido folico
Bifidobacterium longum
Bifidobacteria bifidum
Bifidobacteria infantis

Lactobacillus casei Regulacion: niveles de triglicéridos y
colesterol sanguineos

Lactobacillus bulgaricus Absorcion lactosa y estimulan la

Streptococcus thermophilus actividad bioldgica de péptidos,

aminoéacidos libres, minerales,

vitaminas y enzimas.
Bifidobacteria animalis Potencian la accién de m.o.

Intestinales beneficiosos

FUENTE: PROBIOTICOS: Potencial para prevenir y curar. Martinez Martha, et al (2007).

1.2.2.1 Intolerancia a la lactosa.

Alrededor del 70% de la poblacion mundial presenta intolerancia a la lactosa, que es la
incapacidad del organismo para desdoblar la lactosa en sus respectivos azlcares
(glucosa y galactosa) como resultado de la deficiencia o ausencia dep-galactosidasa o
lactasa, enzima ubicada en el borde superior de las microbellosidades del intestino
delgado. La lactosa no digerida es fermentada por la flora intestinal, con produccion de
agua, acidos grasos y gas, los mismos que provocan dolor abdominal, flatulencia y
diarrea. (FERRER, L y otros. 2001)

Los probiodticos contribuyen a mejorar la digestion de la lactosa reduciendo su
sintomatologia debido a la mala absorcion; gracias a que los Lactobacillus poseen una
actividad enzimatica (lactasa) que sigue funcionando en el intestino y permite la
digestién del azicar. (FERRER, L y otros. 2001)

1.2.2.2 Efectos protectores

Los probidticos son microorganismos que estimulan las funciones protectoras del tracto

digestivo, también son conocidos como bioterapéuticos, bioprotectores o

bioprofilacticos, se utilizan para prevenir las infecciones entéricas y gastrointestinales.
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Para que un microorganismo pueda cumplir con esta funcion de proteccion tiene que

cumplir con los postulados de Huchet que son:

Debe ser habitante normal del intestino.

Tener un tiempo de reproduccion corto.

Ser capaz de producir compuestos antimicrobianos y

Ser estable durante el proceso de produccién, comercializacion y distribucién
para que pueda llegar vivo al intestino.(FERRER, L y otros. 2001)

Es importante que estos microorganismos puedan atravesar la barrera gastrica para

poder multiplicarse y colonizar el intestino. Los probidticos modulan las actividades

metabdlicas de la microflora del tracto digestivo mediante los siguientes mecanismos:

a)

b)

Por el antagonismo que ejercen sobre el desarrollo de microorganismos
patogenos al competir con ellos por los nutrientes disponibles y factores de
crecimiento produciendo bacteriocinas y citoquinas que controlan el crecimiento
de otros microorganismos e incrementa la sintesis de acido lactico, impidiendo
de esta forma su accidn patogénica.

Mediante la inmunomodulacion protegen al huésped de las infecciones
induciendo a un aumento de la produccion inmunoglobulinas, por lo cual hay un
aumento de la activacion de las células mononucleares y de los linfocitos. Las
bacterias &cido lacticas pueden colonizar transitoriamente el intestino y
sobrevivir durante el transito intestinal, ademéas por su adhesion al epitelio,

modifican la respuesta inmune local del hospedero. (RUBIO, A. 2010).

Los probioticos probablemente poseen actividad anticarcinogenética mediante la

produccién de aminas heterociclicas y otros compuestos considerados potenciales

carcindgenos, que acttan disminuyendo las sustancias procarcinogenéticas por accion

directa sobre las mismas; la activacion metabolica de estos compuestos es llevada a

cabo por la citocromo P450A2 en el higado. Un claro ejemplo en los alimentos es el

paso de nitritos a nitrosaminas, sustancias carcinogenéticas. Las lactobacterias son

capaces de actuar tanto quimica como enziméaticamente sobre los nitritos, y las

bifidobacterias son capaces de desdoblar a las nitrosaminas. Por consiguiente, estos
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microorganismos probioticos disminuyen las sustancias carcinogenéticas. También las
sales biliares secundarias procedentes de la degradacion de la bilis se han relacionado
como sustancias iniciadoras del cancer de colon. Es por esta razon, se considera que un
elevado nimero de lactobacilos en el intestino pueden reducir la biotransformacion de
las sales biliares y por tanto disminuir el riesgo de sufrir este tipo de cancer. (RUBIO,
A. 2010).

1.2.2.3 Reduccién de los niveles de colesterol en la sangre.

El higado se localiza en un sitio estratégico, lo cual le permite estar en contacto en gran
parte tanto con sustancias endogenas como exogenas. Existen sustancias que pasan por
este organo depurandose, no saliendo a la circulacion general, como por ejemplo la

insulina o las sales biliares.

> El higado utiliza colesterol para producir acidos biliares, los mismos que son
secretados en el intestino delgado, que posteriormente son reabsorbidos y
enviados nuevamente al higado Mientras estos acidos biliares estan en el
intestino, pueden ser escindidos por ciertas bacterias que habitan en el intestino,
lo cual ha sido evidenciado en modelos animales, en los que, cuanto mayor es la
cantidad de bacterias en el intestino, mayor es el porcentaje de eliminacion de
acidos biliares. Si las bacterias intestinales estan escindiendo e inhibiendo la
reabsorcion de sales biliares, éstas Gltimas no podran ser recicladas; por tanto el
colesterol almacenado en el higado comenzara a disminuir ya que se
comenzaran a sintetizar acidos biliares a partir del colesterol debido a la falta de
reciclaje de los acidos biliares. La mayoria del colesterol encontrado en sangre
proviene del higado, por tanto este efecto ayudaria a disminuir los niveles del
colesterol sérico. (RAMOS, Ay otros. 2012)

En resumen algunos probioticos pueden ejercer efectos hipocolesteromiantes mediante:
» La utilizacion del colesterol en el intestino, reduciendo asi su absorcion.

» Aumentando la excrecidon de sales biliares.
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» Produciendo &cidos grasos volatiles en el colon que pueden ser absorbidos e
interferir con el metabolismo de los lipidos en el higado. (RAMOS, A y otros.
2012)

1.2.2.3.1 ¢ Cémo los probioticos reducen los niveles de colesterol?

El consumo regular de probidticos reduce los niveles de colesterol sérico en un 3%,
valor significativo para prevenir la hipercolesterolemia, que es un factor de riesgo en las
enfermedades cardiovasculares y la principal causa de mortalidad. Algunas especies de
Lactobacillus usadas en la industria alimentaria como probidtico, reducen el colesterol

sérico mediante dos mecanismos:

1. Mediante la adsorcion del colesterol. La adsorcion de colesterol incrementa su
demanda para la sintesis de nuevos &cidos biliares o por reduccion de la solubilidad
del colesterol. Algunos autores han reportado la capacidad de las bacterias de
incorporar a la membrana o adherir colesterol a la superficie, reduciendo la
disponibilidad para su absorcion intestinal y posterior pase a la sangre.

2. Produccion de la enzima hidrolasa de sales biliares (BSH). Por accién de las
hidrolasas se produce la desconjugacion de las sales biliares originando los acidos
biliares, los mismos que son eliminadas en las heces fecales, por lo tanto aumenta la
sintesis hepatica a partir del colesterol reduciendo asi la colesterolemia.

3. Produciendo &cidos grasos volatiles en el colon que pueden ser absorbidos e

interferir con el metabolismo de los lipidos en el higado.(RAMOS, Ay otros. 2012)

El consumo de probidticos disminuye en el higado la enzima HMG- CoA reductasa que
participa en la sintesis de colesterol, limitando la sintesis enddgena de colesterol.
Igualmente, los probio6ticos pueden unirse a la molécula de colesterol en el intestino
delgado, habilidad que parece ser cepa especifica, o tener la capacidad de convertir el
colesterol a coprostanol en el intestino para ser excretado directamente en las heces,
permitiendo por un proceso de homeostasis la reduccion del colesterol sanguineo.
(RAMOS, Ay otros., 2012)
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1.2.3 LIPIDOS

GENERALIDADES

Los lipidos quimicamente son ésteres de glicerol con gran contenido energético,
proporcionan alrededor de 9 kcal/g (38kJ) frente a las 4 kcal/g (17kJ) que originan los
carbohidratos y las proteinas. Los lipidos son apolares y necesitan de las sales biliares
para estabilizar la emulsion y para facilitar el contacto entre enzima y sustrato, lo que
permite la metabolizacion de los lipidos y su absorcion en la pared intestinal.
(MURRAY, R y otros. 2001)

Los lipidos son transportados por las lipoproteinas, desde el intestino como
quilomicrones y desde el higado como proteinas de muy baja densidad (VLDL) hacia la
mayor parte de los tejidos para su oxidacion y hacia el tejido adiposo para su
almacenamiento. Los lipidos se movilizan a partir del tejido adiposo como acidos grasos
libres (AGL) unidos a la albimina sérica. Las anormalidades en el metabolismo de las
lipoproteinas se presentan en los sitios de produccion o de utilizacién de las mismas,
originando hipo o hiperlipoproteinemias. La méas frecuente de estas es la diabetes
mellitus, en la que la deficiencia de insulina produce movilizacion excesiva de AGL, y
la  subutilizacion de quilomicrones y de VLDL, originando una
hipertriacilglicerolemia. La mayoria de las patologias que afectan al transporte lipidico
se deben principalmente a defectos hereditarios en la sintesis de la porcion
apoproteinica de la lipoproteina, de enzimas esenciales o de los receptores de
lipoproteinas. Algunos de estos defectos producen hipercolesterolemia y
artereoesclerosis prematura. La grasa en exceso provoca obesidad; la abdominal en
particular constituye un factor de riesgo para el aumento de mortalidad, hipertension,
diabetes mellitus no insulinodependiente (DMNID), hiperlipidemia, hiperglucemia, etc.
(MURRAY, R y otros. 2001)

PROPIEDADES FISICAS
Son insolubles en disolventes polares (agua) y solubles en disolventes no polares u

organicos, como el benceno, el éter, la acetona, el cloroformo, etc. Son sustancias



-12-

untosas al tacto, tienen brillo graso, son menos densas que el agua y malas conductoras

del calor.

Debido a su insolubilidad en agua se presenta el problema de transporte en un medio
acuoso, el plasma sanguineo. Este problema se resuelve al asociar a los lipidos no
polares (triacilglicerol y ésteres de colesterilo) con lipidos anfipaticos (fosfolipidos y
colesterol) y/proteinas, para formar lipoproteinas miscibles en el agua. (MURRAY, Ry
otros. 2001)

FUNCIONES.
Los lipidos desempefian varias funciones dentro del organismo, entre ellas tenemos:

» Estructural: Forman parte de las membranas celulares.

> Energética: Al ser moléculas poco oxidadas sirven de reserva energética pues
proporcionan una gran cantidad de energia; la oxidacién de un gramo de grasa
libera 9,4 Kcal, mas del doble que la que se consigue con 1 gramo de glicido o
de proteina (4,1 Kcal).

» Protectora: La grasa protege contra los golpes.

» Termorreguladora: Los lipidos son excelentes aislantes térmicos, ya que la
capa subcutanea de los animales ayuda a mantener la temperatura del cuerpo.

» Transportadora: Sirven de transportadores de sustancias en los medios
organicos. Por ejemplo las sales biliares ayudan a transportar las grasas desde el
intestino hacia la sangre.

» Reguladora del metabolismo: Contribuyen al normal funcionamiento del
organismo. (SANCHEZ, J.2013)

DIGESTION Y ABSORCION DE LIiPIDOS

Una persona adulta ingiere un promedio entre 60 y 1509 de grasa al dia. Para ayudar a
la digestion y absorcion de lipidos el higado secreta bilis que contiene sales biliares y
fosfatidilcolina, las cuales funcionan como detergentes para solubilizar la grasa en la
dieta. La solubilizaciéon facilita la digestion y absorcion de la grasa de la dieta.
(ROSKOSKI, R. 2001)



-13-

ESTOMAGO

Produce

Lipasa gastrica:

s e —— Seactiva y es estable a pH gastrico
Inicia digestién lipidica

Se completa en el intestino delgado]|

Lipasa pancreatica:
Digiere a los triglicéridos
produciendo una mezcla
de AG y 2-monoglicéridos

El pancreas a méas de secreta la fosfolipasa que cataliza la eliminacion hidrolitica del
grupo 2-acilo de los fosfolipidos produce la colipasa, proteina de bajo PM (12 kDa)
requerida para la actividad de la de la lipasa pancreatica; El jugo pancreatico también
contiene una estereasa que actta en los monoglicéridos, en los ésteres de colesterol y
en los ésteres de la vitamina A. (ROSKOSKI, R. 2001)

Las sales biliares son producto de oxidacion del colesterol, forman micelas consistentes
de particulas coloidales con un exterior polar expuesto al agua y un interior no polar. La
porcion hidrofobica de las sales biliares apunta hacia el interior, mientras que los grupos
carboxilato y alcohol apuntan hacia el exterior. Ademas de proveer el vehiculo para el
transporte de lipidos de la luz intestinal a las células epiteliales, donde ocurre la
absorcion de AGL, colesterol y vitaminas liposolubles. (ROSKOSKI, R. 2001)

ABSORCION: Luego que los AG y los 2- monoglicéridos son tomados por el epitelio
intestinal y convertidos a triglicéridos por las células de la mucosa, los lipidos de la
dieta son liberados del intestino a la linfa como quilomicrones (constituidos de lipidos
y proteinas y representan una forma de lipoproteina circulante). El contenido de los
quilomicrones es liberado en los tejidos. (ROSKOSKI, R. 2001)

Los AG de cadena corta y mediana presentes en los alimentos solo en pequefias
cantidades son absorbidos a la sangre portal y entregados al higado como AGL. Los AG
de cadena corta y mediana se desvian de la via de las lipoproteinas para la absorcion

intestinal cuya propiedad es ventajosa en uso terapéutico. (ROSKOSKI, R. 2001)
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FUENTE: Bioquimica. Roskoski, R. 2001
FIGURA N° 2. ESTRUCTURA DE LAS SALES BILIARES

1.2.3.1 TRIGLICERIDOS

Llamados también triacilgliceroles, son compuestos que contienen glicerol al cual estan

unidos tres acidos grasos o tres grupos acilo. (ROSKOSKI, R. 2001)

Son los més abundantes en la naturaleza y los principales constituyentes de todas las
grasas y aceites; incluyendo el tejido adiposo de los mamiferos, ya que representa mas
del 95% de su composicion. (BADUI, S. 2006)

Caracteristicas
» Son insolubles en agua y solubles en compuestos organicos.
» Se pueden almacenar en las células en forma anhidra, es decir las moléculas no
estan solvatadas por agua, lo cual ocuparia masa y afiadira masa, reduciendo la

eficacia del almacenamiento de energia.(BADUI, S. 2006)

La mayor parte de los lipidos en la dieta humana promedio son triglicéridos. Estos
lipidos se descomponen en el intestino delgado por accién de las lipasas. Esas enzimas
se sintetizan como zimdgenos en el pancreas y son secretadas en el intestino delgado,

donde se activan. La lipasa pancreética cataliza la hidrolisis de los ésteres primarios
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(enel C-1y en el C-3) de los triacilgliceroles, liberando los &cidos grasos y generando
monoacilgliceroles. La digestion de los lipidos se lleva a cabo en presencia de
detergentes energéticos, llamados sales biliares, que son derivados anfipaticos del
colesterol. Las micelas de las SB se solubilizan en acidos grasos y los monoglicéridos,
de tal modo que se pueden difundir y ser absorbidos por las células de la pared
intestinal. Los lipidos se transportan por el organismo en forma de complejos, llamados
lipoproteinas. (SANCHEZ, J. 2013)
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FUENTE: Bioguimica. Roskoski, R. 2001
FIGURA N° 3. ESTRUCTURA DE LOS TRIGLICERIDOS

1.23.1.1 Valores de referencia
Los siguientes valores discriminantes universales han sido establecidos por el US
National Institutes of Health y también aceptados en otros paises para la evaluacion del

riesgo. (BioSystems)

TABLA IV. VALORES REFERENCIALES DE LOS TRIGLICERIDOS

mg/dL mmol/L Descripcion
Hasta 150 mg/dL 1,7 mmol/L Bajo
150-199 mg/dL 1,70-2,25 mmol/L Dudoso
200-499 mg/dL 2,26-5,64 mmol/L Alto
> 500 mg/dL 5,65 mmol/L Muy alto

Fuente: BioSystems

1.2.3.2COLESTEROL

Colesterol viene del francés chole: bilis y del griego stereos: sélido o, literalmente, bilis
solida. Es un esteroide de 27 4&tomos de carbono, precursor de las sales biliares y de las
hormonas esteroides, tales como progesterona, testosterona, estradiol y cortisol. El

colesterol forma parte de todas las células del organismo humano y es necesario, en la
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proporcién adecuada, para su buen funcionamiento, estando presente en la bilis y en la

sangre.

HO

Colesterol

FUENTE: Colesterol. Wikipedia 2012

FIGURA N° 4. ESTRUCTURA DEL COLESTEROL

El colesterol del organismo tiene dos origenes:

a. Enddgeno, procedente de la sintesis de novo y

b. Exogeno, procedente de la dieta.

El colesterol se absorbe en el intestino gracias a los acidos biliares y a los fosfolipidos
que son vertidos desde el higado. En cuanto a la sintesis endogena, el higado contribuye
aproximadamente en un 20% a la sintesis en todo el organismo. Esta sintesis se produce
a partir de acetil-CoA, en una ruta metabdlica en la que la enzima limitante es la HMG-
CoA reductasa. (MURRAY, Ry MAYES, P. 2001)

El equilibrio entre los compartimentos hepaticos de colesterol (libre y esterificado) es
clave para la regulacion de los niveles de colesterol en sangre. Dicho equilibrio se
mantiene gracias a dos enzimas: la acilcoenzima A, colesterol aciltransferasa y la
colesterol éster hidrolasa. Cuando los niveles de colesterol en el hepatocito se elevan, la
célula debe activar los procesos fisioldgicos pertinentes para evitar la toxicidad que el
colesterol libre provoca. Otro aspecto importante del metabolismo del colesterol es la
sintesis de acidos biliares. Estos son sintetizados en el higado y reciclados gracias a
circulacion enterohepatica. Se trata de un proceso complejo cuya funcion es transportar
los acidos biliares desde el intestino delgado a la circulacion portal, de ésta al
hepatocito, de ahi a bilis y finalmente desde la vesicula biliar al intestino. (MURRAY, R
y MAYES, P. 2001)
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El colesterol es eliminado por dos vias principales: la conversion en &cidos biliares y la

excrecion como esteroles neutros en las heces fecales. (MURRAY, R y MAYES, P.

2001)

1.2.321

1.2.3.2.2

Valores de referencia
TABLA V. VALORES DE REFERENCIA DEL COLESTEROL

VALORES DESCRIPCION
Menos de 200 mg/dL Deseable (menor riesgo)
200 a 239 mg/dL Limite elevado (mayor riesgo)
240 mg/dL y superior Colesterol en la sangre elevado

FUENTE: American Heart Association. Colesterol

Biosintesis del colesterol

La sintesis de Novo de colesterol ocurre virtualmente en todas las células humanas,

siendo mayor en el higado (en el citoplasma de los hepatocitos), el intestino, en la

corteza suprarrenal y en los tejidos reproductores (ovarios, testiculos y placenta). La

biosintesis del colesterol ocurre en el citoplasma de las celulas y es impulsado en gran

parte, por la energia que proviene de la hidrolisis de los enlaces tioéster de alta energia
del acetilCoA y los enlaces de alta energia del ATP. (MURRAY, R y MAYES, P.

2001)

En la biosintesis del colesterol se consideran 3 etapas:

1. Conversion de acetatos en Mevalonato.

2. Transformacién del 4cido mevaldnico en escualeno.

3. Conversion de escualeno en colesterol.

Acidos grasos
Aziicares + Aminodcidos
| ¥
¥

Acetoacetil CoA

4 HMGCo: hidroximetil
glutaril coenzima A.

HMGC
HMGCoA reduciasa. [SRRN
A, mevalonico H

| COLESTEROL % i

FIGURA N° 5. BIOSINTESIS DEL COLESTEROL
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1.2.3.2.1.1 Conversion de acetato en mevalonato

Se condensan dos moléculas de acetilCoA para formar acetoacetilCoA en una reaccion
catalizada por la enzima citosélica acetoacetil CoA tiolasa, en la que se produce la
ruptura de un enlace tioéster y la generacion de coenzima A libre (CoASH). Como
alternativa en el higado el cetoacetato formado en el interior de la mitocondria por via
de la cetogénesis propaga al citosol pudiendo activarse a acetoacetil-CoA mediante la
acetoacetil-CoA sintetasa, la cual requiere de ATP y CoA. La acetoacetil-CoA se
condensa con una molécula de acetilCoA, reaccion catalizada por la HMG-CoA sintasa
para formar HMG-CoA. (MURRAY, Ry MAYES, P. 2001)

La HMG-CoA se convierte en mevalonato, cuya reaccion es catalizada por la enzima
microsomal, HMG-CoA reductasa que requiere NADPH como reductor. En esta
reaccion se consumen 2 moles de NADPH por cada mol de HMG-CoA, se produce la
hidrolisis del enlace tioéster del HMG-CoA y se genera un alcohol primario del
mevalonato. Esta reaccion de reduccion es irreversible y da un producto de seis &tomos
de carbono.

La HMG-CoA reductasa cataliza el paso limitante de la velocidad en la via de la sintesis
de colesterol y constituye un sitio de accion eficaz de los farmacos
hipocolesterolemiantes, los inhibidores de la HMG-CoA reductasa (estatinas).
(MURRAY, Ry MAYES, P. 2001)

El mevalonato es el primer compuesto perteneciente a la sintesis de colesterol y la
acetilCoA se puede obtener a partir de:

1. B-oxidacién de AG de cadena larga

2. Oxidacion de aminoacidos cetogénicos, como leucina e isoleucina

3. Reaccidn de la piruvato deshidrogenasa

4. Activacion del acetato libre con ATP en una reaccion catalizada por la enzima

acetoquinasa (o acetato tioquinasa). (HORTON, R y otros. 2008)
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FUENTE: Bioquimica: Roskoski. 2001
FIGURA N° 6. CONVERSION DEL ACETATO EN MELAVONATO

1.2.3.21.2 Conversion de mevalonato en escualeno

El melavonato se fosforila mediante el ATP para formar varios intermediarios
fosforilados activos, la unidad isoprenoide activa, el difosfato de isopentilo, se forma
mediante descarboxilacion. A continuacion se condensan 3 moléculas de difosfato de
isopentenilo para formar difosfato de farnesilo. Esto acontece mediante una isomeracion
del difosfato de isopentenilo que implica un desplazamiento del doble enlace para
formar difosfato de dimetilalilo, seguido de la condensacion con otra molécula de
difosfato de isopentilo para formar el intermediario de 10 carbonos, el difosfato de
geranilo. La condensacidn subsecuente con el difosfato de isopentenilo forma difosfato
de farnesilo. A continuacion, se produce la fusion de dos moléculas de farnesil
pirofosfato (condensacion cabeza-cabeza) para generar una molécula de 30 4&tomos de

carbono denominada escualeno, con liberacién de dos grupos pirofosfato. Esta reaccion
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es catalizada por la enzima microsomal escualeno sintetasa que requiere NADPH. La
estructura del escualeno es bastante similar a la del colesterol aunque carece de grupos
hidroxilo. (MURRAY, Ry MAYES, P. 2001)

FUENTE: Sintesis, transporte y excresion del colesterol., MURRAY R y MAYES P. 2001
FIGURA N° 7. CONVERSION DEL MELAVONATO EN ESCUALENO
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1.2.3.2.1.3 Conversion del escualeno en colesterol

Esta Gltima etapa tiene lugar en las membrana del reticulo endoplasmico e involucran
cambios en el nucleo esteroideo este proceso biosintético comienza con la ciclacion y en
la cadena lateral. EI grupo metilo en Ci4 se oxida a CO2 para formar 14-desmetilo
lanosterol. De igual manera se eliminan dos grupos metilos adicionales en C4 para
producir cimosterol, el mismo que origina al A 7 ?* -colestadienol por desplazamiento
del doble enlace entre Cg y Co a las posiciones Cg y C7. En este punto se origina el
demosterol, por desplazamiento subsecuente del doble enlace en el anillo B, para
adquirir una posicion entre Cs y Cs, igual que el colesterol. Por Gltimo se reduce el
doble enlace de la cadena lateral originando el colesterol. (MURRAY, Ry MAYES, P.
2001)

FUENTE: MURRAY Ry MAYES P. 2001
FIGURA N° 8. CONVERSION DEL ESCUALENO A COLESTEROL.

Recuerda que por cada mol de acetilCoA requerido en el citoplasma se utiliza una mol
de ATP, de manera que el gasto energético total se incrementa en 18 moles méas de
ATP, es decir que el requerimiento energético total para la sintesis de una mol de
colesterol es de 36 moles de ATP, cuando se considera el proceso a partir del acetilCoA
mitocondria.(MURRAY, Ry MAYES, P. 2001)
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1.2.3.3  Regulacion de la sintesis de colesterol

La reserva corporal de colesterol proviene de:

1) La absorcion de colesterol de la dieta 'y

2) de su biosintesis, principalmente en el higado e intestino. Cuando se reduce la
cantidad de colesterol de la dieta, se estimula su sintesis para satisfacer los
requerimientos celulares. EI colesterol obtenido mediante sintesis de novo es
transportado desde el higado y al intestino a los demas tejidos en forma de
lipoproteinas. Estos dos tejidos son los Unicos capaces de producir apolipoproteina B, el
componente proteico de las principales lipoproteinas transportadoras de colesterol: LDL
y VLDL. La mayor parte de apoliproteina B se secreta a la circulacion en forma de
VLDL, que se convierte en LDL en el plasma y en el higado, al eliminarse los
triacilglicéridos y la apoproteina C. Por el contrario, cuando la ingesta de colesterol
aumenta, la sintesis de novo se suprime casi totalmente. Por lo tanto, la velocidad de
sintesis de colesterol esta en relacion inversa con la cantidad de colesterol que se ingiere
con la dieta, dado que el principal regulador de la sintesis de novo de colesterol es el
propio colesterol. (SANCHEZ, J. 2013)

Al parecer la reaccion de la HMG-CoA reductasa es el sitio principal para regular la
sintesis del colesterol. La HMG-CoA reductasa tiene tres mecanismos de regulacion:
modificacion covalente, represion de la transcripcion y control de la degradacion, que la
hacen una de las enzimas mas reguladas que se conocen. El control a corto plazo es
influido por la modificacion covalente: la HMG-CoA reductasa es una enzima
interconvertible que se desactiva por fosforilacion. Esa fosforilacion es catalizada por
una proteina cinasa, activada por el AMP, que también puede catalizar la fosforilacion e
inactivacion concomitante de la HMG-CoA carboxilasa. La accion de la cinasa parece
disminuir la sintesis del colesterol y de los acidos graso, ambas consumidoras de ATP,
cuando suben las concentraciones de AMP. La cantidad de la HMG-CoA reductasa en
las células también estd controlada. El colesterol (colesterol enddgeno liberado por las
lipoproteinas en el plasma, o el de la dieta liberado por los quilomicrones) pude
suprimir la transcripcion del gen que codifica la HMG-CoA reductasa. Ademas, las

altas concentraciones del colesterol, y sus derivados aumentan la velocidad de
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degradacion dela HMG-CoA reductasa, quiza al aumentar la velocidad de transporte de

la enzima unida a la membrana hacia el sitio de su degradacion. (SANCHEZ, J. 2013)

Al disminuir las concentraciones del colesterol en el suero disminuye el riesgo de la
cardiopatia coronaria. Varios medicamentos llamados estatinas son inhibidores potentes
de la HMG-CoA reductasa. Con frecuencia se usan las estatinas como parte del
tratamiento de la hipercolesterolemia. Pueden hacer bajar con eficacia las
concentraciones de colesterol en la sangre. Otro método es unir las sales biliares en el
intestino a las particulas de resina, para evitar su reabsorcién. Entonces se debe
convertir mas colesterol a sales biliares. Quiza la inhibicién de la HMG-CoA reductasa
no sea el método mas adecuado para controlar la concentracion del colesterol, porque se
necesita melavonato para la sintesis de moléculas importantes, como la ubiquinona.
(SANCHEZ, J. 2013)

1.2.3.4 Regulacion de la colesterolemia

Desde el punto de vista clinico, la determinacion de los niveles de colesterol en plasma
es la informacion més relevante. La concentracion plasmatica de colesterol considerada
normal en un individuo sano se encuentra en un rango de 120 a 220 mg/dl, de manera
tal que el valor medio en individuos adultos jovenes es de 175 mg/dl. Las
determinaciones bioquimicas de colesterol plasmatico suelen realizarse luego de un
ayuno de 12-14 h, de manera tal que el paciente no contenga colesterol en forma de
quilomicrones plasmaticos. De esta forma, la lipoproteina mas abundante es la LDL que

contiene aproximadamente el 70% del colesterol plasmético. (ROSKOSKI, R. 2001)

En general, los valores plasmaticos de colesterol son mayores en los varones que en las
mujeres. Como ya mencionamos, el principal mecanismo de control de los niveles de
colesterol, estd dado por la retroinhibicion de su sintesis, ademas de que un alto
contenido de colesterol lleva también a un aumento de su excrecion. Las fallas en los
mecanismos de control provocan un aumento en los niveles circulantes que a largo

plazo causan la deposicién de placas ateroescleréticas que aumentan la rigidez vascular.
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Con una dieta controlada, puede lograrse una reduccion en la colesterolemia de entre un
10 a un 20% en la mayoria de los casos y dado que multiples estudios epidemiologicos
avalan una mayor incidencia en infarto de miocardio o infarto cerebral, la primera
recomendacion en el caso de hipercolesterolemia es el control de la dieta.
(ROSKOSKI, R. 2001)

En aquellos casos en los que la restriccion de colesterol de la dieta no es suficiente, se
suele recurrir a terapias farmacoldgicas, que consisten en la administracion de farmacos
que reducen la colesterolemia. (ROSKOSKI, R. 2001)

1.3 ALIMENTO FERMENTADO

Los alimentos fermentados son alimentos que han estado sujetos a la accion de
microorganismos o enzimas de tal forma que, los cambios originadospor estos causan
modificaciones a los alimentos. Los microorganismos de interés son bacterias, mohos y
levaduras.Mediante la fermentacién se puede prolongar la conservacion de los

alimentos, incrementar variedad en la dieta y ademas brindan efectos beneficiosos.

1.3.1 Historia del Manchurian fungus.

Kombucha, conocido también como el hongo del
té negro, proviene del Asia del este.
“ 77 Aproximadamente hace 2.200 afios se dice gue en

e ,\ ) china lo utilizaron para llegar a la inmortalidad. EI

_ consumo del té fermentado se descubrio por
f " primera vez en Manchuria, 220 afios a.C., luego se
-

\' extendié a Rusia, Alemania (durante la segunda
guerra mundial) y finalmente a Francia, donde su

consumo se volvié muy popular, como posteriormente lo hacia en Estados Unidos. Esta

popularidad se debe en gran parte a los efectos curativos que se le atribuyen, siendo en

los Gltimos afios su consumo muy popular en América y en los paises del centro y norte
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de Europa. Una tradicion cuenta que en el afio 414 a.C. un monje tibetano amante de la
naturaleza llamado “Kombu” fue a la casa real del emperador Inkyo y le regald el hongo
de la Kombucha. EI emperador prob6 la bebida segln las indicaciones y disfrut6 tanto
que quedd prendado de inmediato, a partir de ese momento se convirtié en un gran
“Kombuchista”, recomendando la fabricacion en todo su imperio. El éxito se extendid
rapidamente y asi esta legendaria bebida obtuvo su nombre: “Kombucha” que traducido

significa “t¢ de Kombu”. (STEVENS, N. 2003)

La exploracion cientifica de los hongos comenz6 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
simbiodtica de varias bacterias y levaduras con vias metabolicas altamente complejas y
sofisticadas. Este grupo de organismos muestra un efecto antibiotico distinto a traves de
la presencia de acido Usnico que estd presente en algunos liquenes. También existen
evidencias de que el acido 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 (Union de Republicas Socialistas Soviéticas actualmente Rusia), y
fue el caso en las Montafias Urales Occidentales, que dificilmente se registraban casos
de cancer. (STEVENS, N. 2003)

Lo més sorprendente para los investigadores fue que en esta area se fabricaban metales
altamente tdxicos, como potasio, plomo y mercurio junto con los asbestos, lo que
resultaba uno de los lugares mas toxicos del pais, y ésto fue comprobado por los peces
muertos que flotaban en el rio Kama, y muchas otras especies de arboles que se
empezaron a marchitar.Al realizar las respectivasinvestigacionesen dicho lugar se llegd
a determinar que las personas no tenian cancer porque consumian Kombucha. No
obstante en 1928, el White Flag, reportd que el Kombucha era conocido en ese entonces
por los efectos benéficos en la desintoxicacion del organismo, limpieza de la sangre, el
alivio rapido de erupciones cutaneas en el rostro, dolores de extremidades, gota, dolores
constantes de cabeza, reumatismo y problemas del envejecimiento en
general.(STEVENS, N. 2003)
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En la década de los 60 se realizaron en Suiza numerosas investigaciones cientificas
sobre la Kombucha llegandosé a la conclusion de que sus efectos sontan saludables
como el yogur. Entre otras investigaciones médicas destaca la investigacion del Dr.
Rudolf Sklenar que desde 1951 hasta su fallecimiento en el afio de 1987 trataba a la
mayoria de sus pacientes dando té de Kombucha, manifestando siempre que con la
Kombucha obtenia efectos terapéuticos satisfactorios en el tratamiento de enfermedades
metabolicas y también en el tratamiento de enfermedades crdnicas, sin haber observado
jamas efecto negativo alguno. (STEVENS, N. 2003)

Los atractivos con que cuenta son multiples: es una bebida tradicional, barata, saludable
y sobretodo ajena a los procesos industriales y comerciales que tanto dafio estan
haciendo en la actualidad. (STEVENS, N. 2003)

1.3.2 Descripcion de Kombucha

Kombucha es una bebida no alcoholica fermentada, tradicional
con una historia de miles de afios, la misma que se prepara
fermentando el té negro endulzado con el cultivo organico de
Manchurian fungus, que es una simbiosis de bacterias
(Acetobacter spp y  Gluconobacter sp) y levaduras
i (Saccharomyces spp). (AMMAR, E y otros. 2012)

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 designar como Kombucha a la madre productora del
fermento y como té de Kombucha a la bebida resultante. Frecuentemente se lo llama
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. EIl té de Kombucha es una
bebida de té negro azucarado fermentado con Manchurian fungos, dicho té esta
compuesto de dos porciones: lacapa flotante de celulosa y el caldo liquido agrio.
Inicialmente comienza siendo una pelicula gelatinosatransparente, 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


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Kombucha.jpg
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azucar el té se vuelve acido, como productos de dicha degradacion se obtienen ciertos
acidos y enzimas responsables del sabor caracteristico y de sus efectos benéficos.
(RUBIO, A. 2012)

Transcurridos entre ocho o catorce dias dependiendo de las condiciones ambientales, el
cultivo habra alcanzado un grosor aproximado de entre 7 y 12 milimetros y el té
presentard un sabor ligeramente achampafiado; entonces es el momento de cosecharlo
ya que si se deja mas tiempo fermentar esté se ira acidificando cada vez méas hasta
convertirse en vinagre.Si se deja fermentar la bebida por mayor tiempo la cantidad de
azucar serd baja y existirdA mas de alcohol. El té fermentado se guarda en el
refrigeradorcon el objeto de inhibir el crecimiento bacteriano y su vez proveerle
unaspecto agradable al consumidor; siempre y cuando guardandose una pequefia
cantidad de té fermentado que servira para iniciar una nueva fermentacion.(STEVENS,
N. 2003)

Nota: En una semana a 22-25° C tenemos una bebida refrescante y nutritiva apta para el
consumo y despues de 15 dias un vinagre suave antiséptico muy medicinal y adecuado
para agregar a los alimentos en su consumo mejorando la textura el sabor y la digestion
(ensaladas, legumbres cocidas, pescados etc.) o como preservativo natural para

encurtidos, marinadas y escabeches.

1.3.3 Utensilios e ingredientes

1.3.3.1 Utensilios.

- Olla de acero inoxidable.Evitar usarmaterial de aluminio, hierro o cobre.

- Recipiente de boca ancha. Mayor que la capacidad del liquido utilizado. El
ideal es el que permita 1/3 de espacio para el aire permitiendo al liquido
mantener iguales proporciones entre altura y anchura o diametro. Esto permite
una correcta oxigenacion. En la fermentacion hay que evitar los materiales

metalicos o de componentes metalicos. Usar barro, vidrio o plastico adecuados
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para alimentos &cidos. Algunos vidrios pueden contener metales pesados
procedentes de los moldes y los tintes para el coloreado al igual que los
plasticos. EL VIDRIO TIENE QUE SER TOTALMENTE TRANSPARENTE.

- Colador de rejilla si se usa té suelto.

- Lienzo fino que deje pasar el aire pero no el polvo [lino, papel o algodon] para
tapar la boca del recipiente.

- Banda elastica o cordel para sujetar el Lienzo.(RUBIO, A.2012)

1.3.3.2  Ingredientes

1.3.3.2.1 Azlcar.

Se recomienda utilizar azucar blanca para la fermentacion de la Kombucha ya que si se
utiliza otros edulcorantes como azlcar integral o miel de abeja no se obtiene un té de
calidad. Si se fermenta con azucar integral se obtiene un té con poca acidez, de aspecto
turbio y sabor desagradable. Al parecer ciertas sustancias presentes en el azlucar integral
(posiblemente impurezas naturales como fragmentos de cafia) interfieren con el
desarrollo de algunos microorganismos presentes en la Kombucha. (STEVENS, N.
2003)

Las primeras fermentaciones de la Kombucha con miel de abeja pueden resultar
aceptables, si el cultivo se sigue alimentando con miel en lugar de sacarosa muere
pronto. Los componentes de la miel interfieren con la actividad de las bacterias que son
parte esencial de la Kombucha, alterando su desarrollo normal y su metabolismo.
(STEVENS, N. 2003)

Los endulzantes artificiales como la sacarina no suministran energia alguna, sélo
endulzan la bebida, por lo no tiene efecto usarlopara la Kombucha. Es importante
recordar que el azlcar en la Kombuchaes utilizado por losmicroorganismos como
alimento y no como endulzante; pues a medida que avanza la fermentacién lo iran

descomponiendo en diversas sustancias llegando a ser minima la concentracion de
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azucar cuando la fermentacion haya concluido, es decir cuanto mas éacido sea el té

menor seré su contenido de azlcares. (RUBIO, A. 2012)

Gran parte de la sacarosaafiadida al té es convertida en alcohol (etanol), que al quinto o
sexto dia comienza a ser transformado en acido acético. 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”. (STEVENS, N. 2003)

SACAROSA C12H22011

-

. &% Comulnmente conocida como azlcar de mesa; es un disacarido
no reductor formado por la union de 2 monosacéaridos: glucosa
y fructosa. Es soluble en agua, ligeramente soluble en alcohol y

éter. Es dextrdgira; es decir, desvia el plano de polarizacion de

la luz hacia la derecha con una rotacion especifica de +66,5°,
que cambia a levorrotatoria al ser hidrolizada (por el mayor poder rotatorio de la

fructosa).

Este fendmeno se conoce como “inversion de la sacarosa”, el mismo quetiene lugar en
el intestino gracias a la intervencion de las enzimas invertasa y sacarasa. Las principales

fuentes para la obtencion de sacarosa son la cafia de azlcar o la remolacha.
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FUENTE: Sacarosa. Wikipedia 2011.
FIGURA N° 9. SACAROSA
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1.3.3.2.2 Ténnegro

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.

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 Illamados 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 razén 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. (RUBIO, A. 2012)

1.3.3.2.2.1  Composicidén 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
solido a las temperaturas ordinarias y tiene un fuerte olor y sabor aromatico. 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. (RUBIO, y STEVENS, N. 2000)
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FUENTE: Tea, Kombucha, and health: a review. DUFRESNE C. 2000.
FIGURA N° 10. ESTRUCTURAS DE ALGUNOS CONSTITUYENTES DEL TE

1.3.3.2.2.2 Beneficios del té negro

El té negro posee las siguientes propiedades:

a. Antioxidante: Debido a la presencia de los polifenoles. Los antioxidantes protegen
al organismo contra los efectos de los radicales libres, los mismo que son un
problema muy serio llegando a ser una de las principales causas de varias
enfermedades como el Parkinson, problemas degenerativos del sistema

cardiovascular, envejecimiento prematuro de la piel, cancer, etc.


http://libros.innatia.com/libro-todo-sobre-los-antioxidantes-y-los-radicales-libres-a-1539.html
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b. Astringente: Los responsables de esta propiedad son los taninos, que le confieren el
sabor amargo y su consumo es ideal para combatir la diarrea o la gastritis.
Diurético: El té negro promueve la eliminacién de liquidos del organismo.

d. Reconfortante y bajo en calorias: es muy bajo en calorias y a la vez da una
sensacion de saciedad, siendo ideal para reemplazar otras bebidas que aportan gran
cantidad de calorias.

e. Estimulante: Debido a la presencia de cafeina que ayuda a mantener despierto tanto
al cuerpo como a la mente, siendo ideal consumirlo en el desayuno o después de las

comidas.

1.3.3.2.3 Agua

El agua si es posible de manantial, sino embotellada o filtrada. En Gltimo de los casos, si
se usa agua del grifo, esta debe de ser reposada de 32 a 48 horas o hervida durante 5 a
10 minutos para que se evapore todo el cloro. Para oxigenar el agua reposada se bate

con una varilla de agitacion despues de hacer la infusion.

Algunos entendidos en el cultivo de Kombucha sugieren usar agua destilada
fundamentando que el cultivo adquiere los nutrientes necesarios del té y del azlcar ya
que el agua puede ser portadora de bacterias patdgenas resistentes al calor. Sin embargo
si el agua de manantial es embotellada y de buena calidad sin duda sera la mejor para de
esta forma conservar la salud del consumidor. (RUBIO, A. 2012 y STEVENS, N.
2000)

1.3.3.24 Oxigeno

El oxigeno es fundamental en la fermentacion aerobica, es un ingrediente necesario para
la correcta elaboracion del té de Kombucha como también para la obtencién de un
cultivo sano y vigoroso. El oxigeno para la respiracion de las colonias de Kombucha es

tomado del aire circundante y del medio liquido de intercambio por lo que un té bien
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oxigenado es una buena manera de empezar la fermentacion. Para obtener un aporte
adicional de oxigeno en la infusion esta se agita fuertemente con un par de varillas de
vidrio o con un par de palillos chinos higiénicos. Esto es estrictamente necesario cuando

el agua lleva mucho tiempo reposada en botellas o depésitos. (STEVENS, N. 2000)

El lugar donde reposa el recipiente de cultivo debe ser suficientemente ventilado, libre
de contaminantes como el humo de tabaco, vapores de productos quimicos y de la
cocina, sobre todo si ésta no dispone de un extractor y no esté ventilada adecuadamente
ya que el cultivo tomara superficialmente el oxigeno del aire circundante. (RUBIO, A.
2012 y STEVENS, N. 2000)

1.3.3.2.5 Complejo microbiano:
La cantidad del complejo microbiano depende de la cantidad de bebida que se desea

preparar.

1.3.3.2.5.1 Composicion (Microbiota)

El té de Kombucha es una colonia viva de hongos y bacterias en crecimiento simbidtico,
las mismas que puede variar dependiendo de las condiciones locales de cultivo y de los
materiales empleados en la elaboracion del té de Kombucha. Las principales bacterias
acido aceéticas encontradas en la Kombucha son: Acetobacter xylinum, A. xylinoides,
Bacterium gluconicum, A. aceti, Acetobacter ketogenum, A. pasteurianum,
Gluconobacter bluconicum. Las levaduras identificadas en el té fermentado son:
Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes ludwigii, Saccharomyces cerevisiae,
Zygosaccharomyces bailii, Kloecera apiculata, Brettanomyces bruxellensis,
Brettanomyces lambicus, Brettanomyces custersii, Candida stellata. Furthermore.
Ademas otras especies de Candida y Pichia que han sido aisladas en el hongo de té.
(AMMAR, H. 2012)

El Acetobacter xylinum tiene la habilidad de sintetizar una capa de red celuldsica que

mejora la asociacién entre hongos y bacterias. Las levaduras convierten la sacarosa en
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glucosa y fructosa produciendo etanol, CO2. Las bacterias acido acéticas convierten la
glucosa en éacido glucorénico y la fructosa en &cido acético. Tanto la cafeina como las
xantinas de la infusion del té estimulan a las bacterias respectivas a la sintesis de
celulosa. El &cido acético estimula a las levaduras a la produccion de etanol, que a su
vez el etanol puede ser Util para el crecimiento de las bacterias acido acéticas y
produccion de &cido acético. Tanto el etanol como el 4cido acético se han reportado que
poseen actividad antimicrobiana contra bacterias patdgenas ajenas al cultivo de
Kombucha, proporcionandole proteccidn, lo cual explica su supervivencia en el tiempo.
(CHEN, Cy otros. 2005)

La levadura Pichia fermantans fermenta la glucosa produciendo &cido lactico, al igual
que la S. ludwigii que fermenta la glucosa, sacarosa y su accién es inhibida totalmente
por la luz directa del sol. (DUFRESNE, C y otros. 2000)

Las bacterias y levaduras presentes en el Kombucha forman una simbiosis poderosa
capaz inhibir el crecimiento potencial de bacterias contaminantes. (DUFRESNE, C.
2013)

1.3.4 ¢ Cémo es Kombucha?
Kombucha se presenta como una tela fina sobre la superficie del liquido, la misma que
adquiere la forma del envase y a medida que la fermentacion avanza se va engrosando
el cultivo, una vez alcanzado su dimensidn este va creciendo en forma de capas hacia
arriba acumulandose una sobre otra. La masa resultante es escurridiza, gelatinosa de

color blanco, crema o pardo (se oscurece con los tintes del té). (RUBIO, A. 2012)

-
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1.35 ¢ Cémo se genera el hongo?

Se desarrolla flotando en la superficie como un gel transparente que luego se consolida
en una estructura fuerte y gomosa originando la madre. Mientras se desarrolla la
simbiosis microbiana esta va tomando la forma del recipiente donde se la cultiva; en
dicha simbiosis se encuentran diversos microorganismos como bacterias y levaduras
beneficiosas que la denominamos “microbiota amiga”. Se reproduce replicandose en
cada elaboracion del té fermentado, al formar una nueva membrana en la superficie, que
va engrosando el cultivo, (en ocasiones la madre del cultivo se hunde hasta el medio o
el fondo del recipiente dando lugar a una nueva madre de Kombucha sobre la
superficie). Basicamente la madre esta compuesta por celulosa. (RUBIO, A. 2012 y
STEVENS, N. 2000)

1.3.5.1 Consideraciones a tener en cuenta para la elaboracion del té

La luz debe ser tenue o nula. El sol directo degradara algunas vitaminas y puede
perjudicar al cultivo. El lugar donde reposa el recipiente debe estar ventilada con
regularidad y no estar expuesta a focos contaminantes como cocinas, tabaco, polvo etc.
El tiempo de fermentacion determinara el grado de acidez y la carbonatacion final del
producto. (RUBIO, A. 2012)

1.3.6 Elaboracion del t¢ de Kombucha.

1. Preparar la infusion del te.

Primeramente se debe hervir el agua durante 10 minutos apagar la hornilla, a
continuacion colocar el té dejandolo reposar por 10 minutos para extraer los taninos
presentes en el té ya que a mayor tiempo de reposo mas cantidad de tanino se extrae
como resultado de ello sera también mas cargado y amargo. En general cuanto mejor es

el té, menos temperatura necesita el agua. (STEVENS, N. 2000.)
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2. Endulzar la infusién.

Una vez preparada y colada la infusion se agrega el azucar seleccionado, la misma que
debe quedar disuelta completamente cuando el té este templado por debajo de 30°C;
excepto el azucar blanco que se puede agregar en cualquier momento de la preparacion
del té. Al mismo tiempo que se mezcla el azlcar se estd oxigenando la bebida, por ello
se bate enérgicamente y se hacen remolinos en ambos sentidos con una cuchara o una
varilla de agitacion evitando los metales que no sean de acero inoxidable. (RUBIO,
A.2012 y STEVENS, N. 2000)

3. Agregarla Kombucha.

Pasar la infusion al recipiente fermentador
reposandolo hasta que se enfrié por debajo de
30°C, para poder agregar un 10% de té fermentado
anteriormente o un cuarto de taza de vinagre

blanco destilado o de manzana hervido en su

defecto (Este aporte de té fermentado o vinagre
baja el pH del medio de intercambio
consiguiéndose una acidez apropiada, para acelerar la fermentacion y ayudar al
Manchurian fungus a protegerse de microorganismos ajenos al cultivo). (RUBIO, A.
2012)

A continuacion se coloca el Manchurian fungus y se tapa la boca del recipiente con un
pafio fino (lino, algoddn, o papel absorbente) que deje pasar el aire pero no el polvo
evitando también la entrada de microorganismos. Se suele acomodar la madre de
Manchurian fungus con la parte brillante hacia arriba esto es indiferente en un principio
pero recomendable si se consigue una madre que siempre flota para poder retirar las

capas mas viejas de vez en cuando. (RUBIO, A. 2012)

Periodo de cultivo y fermento:
El tiempo necesario para obtener una buena madre de Manchurian fungus es de 7 a 15
dias a una temperatura ambiente de alrededor de 23°C, durante el cual el té de

Kombucha va adquiriendo su acidez caracteristica, la misma que le confiere a la bebida
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el caracter medicinal, dado que se han formado correctamente los acidos terapéuticos
especificos de este remedio. Si se mantienen estas caracteristicas cada vez que
preparamos la bebida se obtendra tanto un buen cultivo como una buena bebida
medicinal; mientras que si lo hacemos en 7 dias obtenemos una bebida parecida a sidra
al degustarse todavia algo dulce y el cultivo puede quedar todavia algo
flojo.(STEVENS, N. 2000)

El tiempo de fermentacion estard influenciado por la temperatura y la cantidad de
cultivo utilizado asi como la forma del recipiente, ya que una buena oxigenacion sobre
el cultivo es fundamental por lo que la bebida estara lista antes en un recipiente bajo y
ancho que en uno alto y estrecho. La experiencia de su consumo nos mostrara las
proporciones de cultivo adecuadas a utilizar en cada caso y el resto sera desprendido
manualmente para ofrecerlo, guardarlo o desecharlo. Siempre antes de botar un cultivo
conviene sacar el extracto presionandolo con la mano cerrada, con un pafio 0 un
escurridor de rodillos. “Cualquier resto que se deseche es preferible que vuelva a la
naturaleza de donde vino usandolo como abono o que acabe en el agua mejor que en la
incineradora de basura. “Muchos fermentos se usan por su poder para limpiar pozos

sépticos”. (RUBIO, A. 2012)

2. Filtrado.

Pasado el tiempo de fermentacion se cosecha la bebida pasandola por un tamiz de tela.
Hay que guardar un 10% sobre la cantidad que se quiera volver a preparar, siendo mejor
recoger lo primero que se saca porque en la parte superior estd mas equilibrado en
bacterias formadoras del cultivo y de los acidos beneficiosos. Esta porcion de bebida
sera el arrancador inicial para la siguiente preparacion, colocando ademas el cultivo y si
la bebida se saca todavia dulce es necesario que dicha porcidn para arrancador continle
acidificandose unos dias mas junto al cultivo de Manchurian fungus y de esta manera

aseguramos la calidad de la siguiente preparacion.(RUBIO, A. 2012)

En este paso podemos aprovechar limpiando el cultivo, es decir, eliminar las capas
viejas de levaduras que se han formado en la parte inferior de la capa celuldsica siempre

y cuando nos interesa fomentar el equilibrio sobre las bacterias para obtener una bebida
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curativa. Para lavar la Kombucha es mejor usar agua sin cloro o sumergirla en el té
fermentado antes de colarlo. (STEVENS, N. 2000)

Si la intencion es hacer la bebida méas gaseosa no hay que lavarlo y se puede en este
caso dejarlo en el fondo dejando la cantidad adecuada de arrancador sin filtrarla. Colar o
no colar el té fermentado es opcional aunque encontremos fibras oscuras y sedimentos
de aspecto raro se trata del propio crecimiento y establecimiento de la levadura
residente, basicamente. Un aporte extra beneficioso, tanto a nivel nutritivo como
probidtico. En caso de que se considere no muy adecuado a la vista el cultivo se cuela o
se filtra. (STEVENS, N. 2000)
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ELABORACION DEL KOMBUCHA

1. Hervir el agua durante 10 2. Medir Litros de agua hirviente 3. Colocar el té y extraer el principio
min y retirar del fuego. en un vaso de precipitacion. activo por 10 min.
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4. Colocar el azicar y agitar 5. Dejar enfriar la solucion de té. 6. Trasvasar la solucion de té al envase
vigorosamente. destinado al cultivo.

7. Afadir el 10% de té ya 8. Colocar un cultivo joven libre 9. Tapar el recipiente.

fermentado. de contaminacién; en el caso
de que exista hongo viejo
retirarlo.

10. Dejar reposar el recipiente en 11. Transcurrido el tiempo de 12. Embotellado.
un ambiente fresco libre de fermentacion cultivarlo.
contaminacion durante 15 dias.

FUENTE: Lorena Morales, 2014.
FIGURA N° 11. PASOS PARA ELABORAR LA KOMBUCHA

8. Embotellado.
La bebida se guarda en botellas tapadas en un ambiente fresco o en la nevera, la

fermentacion continda aunque es mucho mas lenta e incluso con el frio. Si se guarda en
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botellas de cristal con cierre hermético la fermentacion continuara por medio de algunas
levaduras anaerdbicas produciéndose una bebida carbonatada. Se podré guardar asi
durante una semana e incluso mas, llegado un punto en la fermentacion la produccion
de gas se detendrad pero hay riesgo de que la botella explote debido al incremento de
CO, sobre todo si la bebida se sac6 todavia dulce. Los tapones de corcho pueden evitar
esto. (RUBIO, A. 2012)

Es habitual que se forme una membrana gelatinosa cuando la bebida reposa unos dias,
por lo que si da asco habra que colar la bebida. Todo el procedimiento se puede repetir
continuamente o dejar el cultivo reposar en una buena cantidad del te fermentado
haciéndose vinagre para usarlo cuando sea oportuno. El tiempo de vida util del cultivo
no estd determinado pero serd prudente que no pase de 40 dias sin un aporte de
nutrientes aportados con té dulce o con té fermentado recientemente. Si lo queremos
dejar reposar por mas tiempo entonces se guarda en el refrigerador tapado sin presion.
(RUBIO, A. 2012)

Si la temperatura es superior a 28°C, se debe llevar el cultivo a un ambiente fresco o
ponerlo en refrigeracion en cuyo caso es mejor que el liquido esté bien acido tirando a
vinagre. Aungue no es necesario limpiar siempre el recipiente es mejor enjuagarlo cada
vez evitando en lo posible el uso de detergentes; siendo mejor limpiador tanto para el
fermentador como para los utensilios el propio vinagre de Manchurian fungus mezclado
con agua caliente o fria que se obtiene dejando una cantidad del te fermentado durante

un mes 0 mas en un recipiente o botellas de boca grande. (RUBIO, A. 2012)

Reservar el 10% de té fermentado para utilizarlo como arrancador inicial en la siguiente
preparacion, asegurandose de la suficiente acidez como de la carga microbiana
necesaria para ayudar al Manchurian fungus a arrancar la fermentacion y mantener las
condiciones higiénicas adecuadas evitando la proliferacion microorganismos patégenos
o0 moho que dafiarian el cultivo. Mientras mas crece el cultivo en capas sucesivas, mas
rapida es la fermentacion y a la larga es necesario quitar una parte 0 empezar con un
nuevo cultivo separando el excedente. Si las capas nuevas del cultivo no se pueden

desprender de la madre con facilidad, se puede cortar el lote en porciones adecuadas y
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continuar con un trozo apropiado para nuestras necesidades a la hora de hacer el
fermento. En cualquier caso un nuevo Manchurian fungus se formara en la superficie,
incluso solamente afiadiendo un 10% de la bebida fermentada anteriormente siempre y
cuando alcance la acidez adecuada. Tal es la capacidad de cohesion simbidtica de los
microorganismos asociados a este cultivo, que son capaces de reorganizarse en poco
tiempo (en unos 4 a 6 dias se aprecia una evidente membrana formandose en la
superficie). Para hacer un nuevo cultivo solo con té fermentado se pone mas cantidad de
arrancador, de 20 a 50%. (RUBIO, A. 2012)

1.3.6.1 FERMENTACION Y SUS PRODUCTOS

1.3.6.1.1 FERMENTACION

Fermentacion es un proceso CATABOLICO realizado por elementos vivos (bacterias,
levaduras o células animales) o no vivos (enzimas) que mediante una serie de
reacciones un compuesto organico se oxida parcialmente en ausencia de oxigeno para
obtener energia quimica. En las fermentaciones, la glucosa no se degrada totalmente a
CO2 y H20, sino que se produce una degradacion incompleta de la cadena carbonada.

La fermentacion es uno de los métodos mas antiguos para la conservacion de alimentos

y es uno de los menos comprendidos.

l

Proceso de generacion
de energia En todas ellas se parte del acido
piravico.

Utiliza una molécula organica como
aceptor final de electrones

Hay varios tipos de
fermentacién, dependiendo de la
ruta metabolica seguida.

'
Que no necesita
cadena
transportadora de
electrones y que no
requiere oxigeno

FIGURA N° 12. FERMENTACION
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1.3.6.1.1.1 Fermentacion Alcohdlica

Es un proceso anaerdbico producida por levaduras, mohos y algunas bacterias, que
producen cambios quimicos en las sustancias organicas. Las levaduras transforman los
carbohidratos (generalmente azlcares: glucosa, fructosa, sacarosa, almiddn, etc.) en
etanol (CH3-CH2-OH), dioxido de carbono (CO2) y ATP que consumen los propios
microorganismos en su metabolismo celular energético anaerébico. La fermentacion
alcohdlica tiene como objetivo proporcionar energia anaerobica a los microorganismos
unicelulares (levaduras) en ausencia de oxigeno a partir de la glucosa. (VAZQUEZ, J.
2007)
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B | — -
| CH Piruvato Alcohol CHg
| 2 descarboxilasa | CHs deshidrogenasa
2 piruvato ! Ecetaldehl’do 2 etanol ‘
— — ——— ) L

FUENTE: Fermentacion alcohélica. Wikipedia 2009
FIGURA N° 13. FERMENTACION ALCOHOLICA

El oxigeno es el desencadenante inicialmente de esta fermentacion, ya que las levaduras
lo van a necesitar en su fase de crecimiento. Siendo minima la cantidad de oxigeno al
final de la fermentacion para evitar la pérdida de etanol y la aparicién en su lugar de
acido acético. En este tipo de fermentacion se desprende energia en forma de calor
(proceso exotérmico), siendo necesario controlar este aumento de temperatura ya que Si
sobrepasa los 25 — 30°C las levaduras comenzarian a morir deteniéndose el proceso
fermentativo. Otro producto de la fermentacion es el anhidrido carbdnico (COy)
responsable del burbujeo, la ebullicion y el aroma caracteristico de un producto
fermentado. (VAZQUEZ, J. 2007)
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1.3.6.1.1.2 Fermentacion lactica

El &cido pirtvico es reducido a &cido lactico por medio del NADH + H*, de esta forma
el NAD" se recupera y pueden ser degradadas nuevas moléculas de la glucosa. Mediante
la fermentacion lactica se originan un conjunto de acidos que son los responsables de

disminuir el pH de la disolucidn.

Los &cidos presentes son: acido lactico, tartarico, malico y en menor cantidad citrico
(aparece a partir del tercer dia de su fermentacion).Todos estos &cidos son los
responsables de proporcionar el sabor é&cido caracteristico al Kombucha.
(JAYABALAN R. 2007)

COOH NADKeH' i COOH Bacterias del écido léctico
=0 . A P-(II-OH GLUCOSA — 2 acido lactico
o de ™o CeH1206 2 C3He03
CH, CH, levaduras
Acido Pirdvicoe Acido lactico

GLUCOSA —— 2 etanol + 2 CO2

FIGURA N° 14. FERMENTACION LACTICA

1.3.6.1.1.3 Fermentacion Acética:

Es producida por el Acetobacter, un género de bacterias aerébicas 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. EI proceso metabdlico se basa en la conversion del etanol en acetaldehido
(Rx catalizada por la enzima alcohol deshidrogenasa) y del acetaldehido hidratado en
acido acético por la accion de la enzima acetaldehido deshidrogenasa:(JAYABALAN,

R. 2007)

EEHﬁﬂH + Gz — Acetobacter aceti — EHEEDGH + HED
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1.3.6.1.2 Productos de fermentacion del Manchurian fungus.

Entre los metabolitos secundarios presentes en la Kombucha como resultado de
procesos metabdlicos, bioquimicos y quimicos originados durante su cultivo tenemos:
acido acético, acido félico, &cido carbonico, acido glucordnico, acido gluconico, acido
L-lactico, &cido unsico. 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. El producto
final contiene una pequefia cantidad de alcohol (0,5 -1%) y de azlcar no utilizada.
(SEBASTIAN, SARSOTTI. 2013)

ODHO OHCH,, ?O’DH
H 0 OH o} H—G-OH
HO o
o H i) HO (I3 H
H o OH HO  OH H=(-CH
- H—C~OH
D-glucuronic aci o glucanalactone COOH
w - H D-glucaric acid
G-OH 2_‘; g
H—C-OH . OH 0
HO—&—H HO-C—H H.G
; Hebeon  HC 3 COCH,
H—G-OH
H—C-OH H—G-OH
T (I;H OH HO 8] o]
CH,OH 2
COCH,
glugonic acid 2-Keto-D-gluconic acid Usnic acid

FUENTE: Tea, Kombucha, and health: a review. DUFRESNE C., 2010.

FIGURA N° 15. PRODUCTOS DEFERMENTACION DE LA KOMBUCHA

En la produccion de la Kombucha, sus ingredientes (el té negro y la sacarosa) sufren
modificacion progresiva por la accion del Manchurian fungus. Los principales
metabolitos identificados en la bebida fermentada son los &cidos acético, lactico,

glucénico y glucorénico; etanol y glicerol.

La composicion metabdlica y la concentracion dependen de la diversidad del té, de la
concentracion de azlcar, como también del tiempo de fermentacion. Las levaduras
hidrolizan la sacarosa en glucosa y fructosa, produciendo etanol con una preferencia por
la fructosa como sustrato; mientras que las bacterias acéticas utilizan la glucosa para la
produccidn de &cido glucoroénico, el mismo que es transformado en etanol y finalmente
en acido acético, generando como subproducto celulosa que se va acumulando en capas

para formar el hongo. La enzima responsable de formar la masa del hongo es la celulasa
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sintetasa. La sintesis de &cido lactico es atribuida a la accion de la bacteria acido lactico
sobre el etanol y el &cido acético. También se reporta que el proceso de fermentacion
induce a la sintesis de vitaminas del complejo B y &cido félico. El valor del pH de la
Kombucha disminuye durante el proceso de fermentacion debido al incremento en el
contenido de acidos organicos. (DUFRESNE, C. 2000)

Sacarosa fosfatasa
C1zH22011 + H20 — P CgH206 + CsH1206
Sacarosa glucosa fructuosa
Azlcar invertido

Fuente: Sacarosa. Wikipedia 2011

FIGURA N° 16. HIDROLISIS DE LA SACAROSA

Al final se obtiene un liquido considerablemente acido (de pH alrededor de 3), de color
pardo y levemente alcohdlico. Por la acidez y el etanol el cultivo de Kombucha se

puede mantener con cierta facilidad sin condiciones estériles.

1.3.7 Mecanismo de accion

No se dispone de informacion cientifica confiable sobre el probable mecanismo de
accion "beneficioso” del t¢ Kombucha. ElI nombre "Hongo del Té" es un término
incorrecto y surge de la capacidad Unica de la bacteria de sintetizar una red de celulosa
flotante que parece moho superficial en un medio no agitado y es similar en
composicion a la de la "madre del vinagre". Esta simbiosis se desarrolla
tradicionalmente en el té negro con sacarosa durante 7 dias y da como resultado una
bebida espumosa y acida bajo condiciones aerdbicas. EI pH del té es de 2.0- 3.0. Las
incubaciones de mas tiempo producen gran cantidad de &cido acético y la formacion de
un vinagre suave. (STEVENS, N. 2000)
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1.3.8 Composicion y propiedades del té de Kombucha

El té negro fermentado a base de Manchurian fungus (Kombucha), estd 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 aminoé&cidos, proteinas; los alcaloides (cafeina, teofilina y
teobromina). La composicion 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 antibiotica, y a una variedad de micronutrientes producidos durante la
fermentacion. Un cultivo sano y vigoroso de Manchurian fungus repercute en la calidad
de la bebida y su efectividad. Si el té de Kombucha se fermenta correctamente a fondo,

se pueden obtener:

- Aminoécidos: relacionados con el equilibrio de piel, pelo, -cartilagos,
articulaciones y del humor vitreo de los 0jos. Son sintetizados por nuestro
organismo, entre ellos tenemos: lisina, alanina, tirosina, valina, fenilalanina,
leucina, isoleucina, serina y treonina. (STEVENS, N. 2000)

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

- Acidos: acético, carbonico, glucordnico, flico, glucénico, aspartico, glutamico,
y lactico.(STEVENS, N. 2000)

El &cido glucdnico es producido por una gran variedad de bacterias y hongos a partir de

la glucosa mediante oxidacion y sirve para preservar los alimentos.

Acido glucordnico: 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 glucoronico que es segregado normalmente cuando esta sano. Es

utilizado para envolver toxinas ajenas y las provenientes de las funciones corporales,
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una vez sujetas por el acido glucorénico, las toxinas pueden eliminarse del cuerpo y no
se reabsorben nuevamente en su trayecto hasta ser excretadas. (DURFRESNE, C.
2000)

El &cido glucordnico es importante para la construccion de sustancias basicas del
cuerpo como la membrana mucosa del estomago, los cartilagos y el humor vitreo del
0jo. Ademas estd implicado en la formacion de la heparina, sustancia que impide la
coagulacién sanguinea. Durante el proceso de fermentacién, en la conversion de los
azucares las levaduras consumen oxigeno y producen didxido de carbono que al diluirse

en el liquido se trasforma en acido carbonico. (RUBIO, A. 2012)

Los &cidos: carbonico, acético, gluconico, usnico; y el alcohol producidos en la
fermentacion poseen efectos conservantes y antimicrobianos, los mismos que evitan el
crecimiento de microorganismos patogenos al cultivo de Manchurian fungus, por lo que
el té de Kombucha se puede conservar a temperaturas frescas. Cuando la bebida se
convierte en vinagre (debido a un mayor tiempo de fermentacion), se incrementa el
acido acético aumentando su poder conservador y es muy util en la preparacion de
ensaladas.

Minimas cantidades de vitamina B, vitamina C entre otras. Las vitaminas del complejo
B ayudan a la conversion apropiada de los carbohidratos mientras que la vitamina C es
antioxidante. (RUBIO, A. 2012)

Segun bibliografia 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 azlcares 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. (MALBASA, R. 2006)
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1.3.9 Cbémo tomarlo

El Té de Kombucha es una bebida natural sin aparentes efectos secundarios. Sin
embargo debera dosificarse adecuadamente dependiendo de la tolerancia a cada uno de
los productos fermentados; conviene empezar con una, dos o tres copitas diarias de “50
a 100 ml” repartidas con anterioridad a las comidas principales. La cantidad se
incrementara progresivamente dependiendo del grado de acidez, la tolerancia al
fermento y de las intenciones para su uso, aumentando las tomas, solo si fuese
necesario. Se puede empezar usandolo como un vinagre suave para el alifio o tomarlo
diluido en agua como refresco, ya que grandes cantidades pueden incrementar sus
propiedades laxantes y depurativas; es conviene beber suficiente agua durante el dia
para promover la depuracion. Ademas se puede adicionar jugos y frutas para hacerla
maés apetecible a la bebida se puede enmascarar el sabor agrio incluyendo trozos y
zumos de fruta a la hora de filtrarlo, dando sabor a la bebida y aumentando sus

propiedades nutritivas o para elevar la carbonatacion. (RUBIO, A. 2012)

1.3.10 Precauciones y contraindicaciones.

1.3.10.1 Precauciones

Los recipientes utilizados para preparar el té, la fermentacion, el posterior
almacenamiento y embotellado de la bebida, deben ser de acero inoxidable o de vidrio
transparente de buena calidad. Al manipular el Manchurian fungus y la bebida es
recomendable evitar el contacto con cualquier metal, incluidos los anillos.
(DURFRESNE, C. 2000)

1.3.10.2 Contraindicaciones

Cuando se padecen enfermedades cronicas o graves o se siente flojera y falta de energia

es preferible tomar el té de Kombucha bien modificado.
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En casos de acidosis metabdlica y si el sistema inmune esta comprometido, consultar
a los terapeutas seria lo mas adecuado.

En la infancia por debajo de los 6 afios.- En su desarrollo no pueden tolerar el mismo
grado de suplementos y productos alimenticios como en un adulto. Kombucha podria
ser excesivamente fuerte.

Para nifios mayores a 6 afios se deberia pensar en diluirlo con agua o0 en un zumo de
fruta conveniente como el de uva.

Embarazadas y lactancia. La razén es la misma que en la infancia. La sustancia
nutritiva de la madre pasaré al nifio neonato o al lactante, pudiendo actuar como un
potente laxante ya que él bebe tiene poco desarrollado el sistema digestivo.
(DURFRESNE, C. 2000)

1.3.11 Actividad probiotica del Manchurian fungus: Evaluacion in vitro.

Segun literatura para garantizar la efectividad de un probiotico se considera necesario
que diariamente entre 10° y 10'° organismos viables alcancen el intestino delgado. Por
esta razon se sugiere que los probidticos mantengan valores de viables entre 10°—
10’UFC/mL o g.

1.3.11.1 Tolerancia a la acidez

A pesar de las diferencias existentes entre cepas y especies, los m.o generalmente
muestran una gran sensibilidad a valores de pH por debajo de 3, por lo tanto, la
tolerancia a la acidez es considerada como una de las principales propiedades utilizadas
para seleccionar bacterias potencialmente probidticas. Antes de llegar al tracto
intestinal, los probidticos primero deben sobrevivir al pH estomacal, donde la secrecion
de acido gastrico constituye el primer mecanismo de defensa contra los m.o ingeridos.
Por ejemplo la tolerancia a la acidez de Lactobacillus es atribuida por la presencia de un

gradiente constante entre el pH extracelular y el pH citoplasmatico. (LEON, M. 2012)
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Ademéas microorganismos como Saccharomyces cereviseae en condiciones aerobicas
pueden utilizar &cidos organicos de cadena corta (acético y lactico) como fuente de
carbono mediante el uso de vias anabdlicas, enzimas y mecanismo de transporte
especificos. Estos acidos una vez que hayan ingresado al interior de la célula producen
acidificacion del citoplasma. Por lo general las células eucariotas mantienen el pH
intracelular a pesar de las variaciones del pH extracelular. Para mantener los valores
adecuados dentro del rango 6ptimo del metabolismo las bacterias expulsan protones a
expensas de ATP, lo cual disminuye el consumo de glucosa generandose un aumento
del pH intracelular, permitiendo a la levadura resistir pH de rango amplio desde 2.4 a
8.6. (ORTIZ AY REUTO, J. 2007)

En condiciones de acidez los m.o Gram positivos utilizan un mecanismo de defensa
conocido como F1-FO ATPasa, que es una subunidad enzimatica maltiple, conteniendo
una porcion catalitica (F1), incorporando subunidades para la hidrélisis de ATP y una
porcion integral de membrana (FO) que incluye subunidades que funcionan como
canales de membrana para la translocacion de protones. El complejo F1FO realiza dos
reacciones acopladas: el FO transporta iones (protones o sodio) a través de una
membrana y el segmento F1 une el ADP y el fosfato para formar el ATP. La energia de
este proceso proviene de la formacion de un gradiente electroquimico compuesto de
iones con carga (H*) proporcionado por la cadena de transporte de electrones que
bombea los H* hacia el compartimiento contrario al que se encuentra el complejo F1
que sintetiza el ATP. Este proceso se conoce como transduccion de energia. (LEON,
M. 2012)

1.3.11.2 Tolerancia a las sales biliares

La bilis es una sustancia liquida verdosa de sabor amargo, producida por el higado. La
bilis esta compuesta por agua, colesterol, lecitina (fosfolipido), pigmentos biliares
(bilirrubina y biliverdina), sales biliares (glicocolato de sodio y taurocolato de sodio) e
iones bicarbonato. (ORTIZ AY REUTO, J. 2007)
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Mecanismo de accion y acciones farmacologicas

Mecanismo de accion: es estimulante de la secrecion biliar, aumenta y promueve la
expulsion de la bilis. Favorece la digestion de las grasas, las mismas que pasan a la
sangre en forma saponificada. El higado reabsorbe y reexcreta las sales biliares para
formar un ciclo necesario en la absorcién de las grasas. La bilis posee funciones

digestivas y excretoras.

a. Digestiva: Las sales biliares junto con los fosfolipidos son moléculas anfipaticas
que facilitan la emulsion de los acidos grasos de cadena larga y la ausencia de
sales biliares impide la absorcién de las grasas originando heces blangquecinas y
con esteatorrea.

b. Excretora: A través de la bilis se eliminan muchos compuestos resultantes del

catabolismo de los xenobidticos.

Aunque la principal funcion de las sales biliares es actuar como coleréticas, cuando
existen deficiencias biliares actian como terapia sustitutiva, supliendo dicha deficiencia
y al mismo tiempo estimulan la produccién del flujo biliar. Otra funcion de la bilis es
neutralizar el quimio acido que proviene del estomago, aunque en este sentido su accion

es inferior a la del jugo pancreatico. (LEON, M. 2012)

Las sales biliares son &cidos biliares conjugados con sodio o potasio, sintetizadas en el
higado a partir del colesterol, las mismas que son almacenadas como aminoacidos
conjugados en la vesicula biliar. Las sales biliares son muy téxicas, por lo que su
sintesis y catabolismo deben ser regulados de manera estricta. En condiciones
fisiologicas el 70% de los acidos biliares en el ser humano estan compuestos por acido
célico, 30% por acido quenodesoxicolico y otros acidos biliares secundarios que

producen las bacterias al pasar por el intestino.(LEON, M. 2012)

La concentracion de las sales biliares en el intestino delgado esta entre 0.2% - 2.0%
(w/v), dependiendo del tipo y cantidad de alimento ingerido. La formacion de bilis se
considera un proceso vital, ya que durante la digestion, la bilis es secretada en el

intestino, jugando un papel muy importante en la emulsificacion y absorcién de grasas;
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como también en la transformacion de productos mas solubles para su facil asimilacion.
Ademas la bilis presenta una fuerte actividad antimicrobiana induciendo disgregacion
de la membrana lipidica, como resultado se produce estrés oxidativo en el ADN; razén
por la cual la tolerancia a las sales biliares en concentracion fisioldgica es crucial para la

colonizacion del intestino por las bacterias probiéticas. (LEON, M. 2012)

Se conoce muy poco sobre el mecanismo de respuesta y de tolerancia a la bilis por las
bacterias acido lacticas; creyendo que varias proteinas de membrana estan involucradas
en el mecanismo de resistencia. La tolerancia a la bilis es considerada una caracteristica
muy importante en probidticos, que les permite sobrevivir, crecer y realizar sus
actividades en el intestino delgado. (LEON, M. 2012)

Microorganismos como el Lactobacillus spp, posee enzimas hidrolasa (BSH), que
producen la deconjugacion de las sales biliares, hidrolizan el enlace amina liberando
glicina y taurina de la base esteroide, mecanismo por el cual pueden resistir
concentraciones de sales biliares en pruebas in vitro y el paso por el tracto
gastrointestinal (TGI). (LEON, M. 2012)
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CAPITULO I

2. PARTE EXPERIMENTAL (METODOLOGIA)

2.1 LUGAR DE INVESTIGACION.
La presente investigacion se llevo acabo en el Laboratorio de Alimentos de la Escuela
de Bioquimica y Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica

de Chimborazo.

2.2 FACTORES DE ESTUDIO
La cantidad de microorganismos, concentracion de sacarosa, cantidad de té, ciclos de

oxigenacion y tiempo de fermentacion.

2.3 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS.

2.3.1 Materiales

- Probeta de 1000 mL - Termdmetro

- Probeta de 100 mL - Bureta de 10 mL

- Vaso de precipitacion 1000 mL - Erlenmeyer de 250 mL
- Vasos de precipitacion 250 mL - Soporte universal

- Alcoholimetro - Pinza de bureta

- Picnémetro - Cénula
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Erbak

Filtros de aire

Pipetasde 1, 5y 10 mL.
Pipetas volumétricas de mL
Mechero de alcohol
Kitasato

Termometro

Embudo Buchner
Manguera

Filtros para HPLC

Botellas plasticas de 3L
Tubos de ensayo

Tubos tapa rosca

Hisopos

Reverbero

Puntas de 1000, 500 y 100uL

Gradilla para tubos

Balones aforados de 10, 50 y

100 mL

Equipos

Equipos de venoclisis
Equipo de destilacion
Balanza analitica

Equipo de HPLC

Equipo de titulacién
pHchimetro

Brixometro
Espectrofotémetro
Alcoholimetro

Pipeta automatica de 1000puL

Computador
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Piceta

Bureta

Guantes

Mascarilla

Redecilla para cabello
Mandil

Algodon

Papel aluminio

Tollas de cocina
Toallas de cocina reutilizables
Marcador

Canasta

Ollas

Jarras de vidrio
Pistola de silicona
Silicona en barra
Botellas de vidrio
Etiquetas

Detergente

Autoclave
Estufa
Refrigerador
Bombas de aire
Potenciometro
Desgasificador

Camara microbioldgica
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Reactivos

Reactivo de colesterol - H2SOq4

Estandar de colesterol - Solucién buffer, de pH 4,00.
Alcohol potable - Solucion buffer, de pH 7,00.
Alcohol antiséptico - Na:COs

Fenolftaleina - Naranja de metilo

HCI conc. - Carrezlyll

HCI0,1N - FelingAyB

NaOH 0,1N - Dragendorf

NaOH al 50% - Cloruro férrico al 5%

Acido ascorbico - Acetato de sodio

HsPO4

Tiras reactivas para colesterol y triglicéridos.

Alcohol industrial (para mechero)

Solucion de fenolftaleina, 0,5% en 95% de alcohol etilico.
Soluciodn salina fisioldgica (cloruro de sodio al 0.5 % en agua)

Solucién indicadora de azul de metileno al 1%

Sustancias

Agua de fuente

Agua bidestilada

Agua destilada

Agua Clorada

Té negro

In6culo (m.o. fermentadores)

Az(car blanca (sacarosa)
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2.4 METODOS Y TECNICAS

2.4.1 ANALISIS ORGANOLEPTICO

Segun la norma IRAM (Instituto Argentino de Normalizacion y Certificacion.) 20.001:
“La evaluacion sensorial es la disciplina cientifica utilizada para evocar, medir, analizar
e interpretar las reacciones a aquellas caracteristicas de alimentos y otras sustancias, que
son percibidas por los sentidos del olfato, gusto, tacto, oido y vista”. (CETERA, A.
2007-2014)

En la practica, un andlisis organoléptico es una prueba de degustacion para determinar
la calidad del producto. El andlisis organoléptico es una prueba siempre subjetiva.
(LOPEZ, S. 2010).

2.4.2 ANALISIS FISICOQUIMICO

El analisis fisico-quimico permite caracterizar un alimento desde el punto de vista
nutricional y toxicologico. Dentro de los parametros a analizar en el Kombucha
tenemos:

» pH (Segun Gutapadu 2007, el pH éptimo esta entre los 3,5 a 4,5).
Grados Brix
% Acidez total.
% Alcohol

Determinacion de vitamina C

YV V V V

2.4.3 ANALISIS COMPLEMENTARIO

El analisis complementario es un analisis basico o inmediato de los alimentos no cubre
las expectativas de un andlisis bromatoldgico o completo de un alimento; si bien forma

parte de este Ultimo se hace necesario casi siempre realizar determinaciones especificas
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de cada grupo de alimentos, lo que constituye el anélisis complementario. (LOPEZ, S.
2010).

2.4.3.1 Determinacion del pH.

pH. 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 elaboracion y andlisis bromatologico de la
Kombucha y para realizar este ensayo se hizo uso de norma NTE INEN 2 325:2002.
Determinacion de pH en bebidas alcohdlicas. Cerveza. VER ANEXO 7.

FUNDAMENTO DEL METODO
El método consiste en una determinacion potenciémetrica del pH en una muestra de

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

2.4.3.2 Determinacién de Acidez

En alimentos el grado de acidez indica el contenido en acidos libres. Se determina

mediante una valoracion (volumetria) con un reactivo béasico. El resultado se expresa

como él % del &cido predominante en el material.

243.2.1 Método Volumétrico: Titulacién con fenolftaleina

FUNDAMENTO: En el procedimiento usual para determinar la concentracién total de

acido, una alicuota de la solucion que contiene el acido se titula con una solucién

estandar de alcali hasta el punto en el cual una cantidad equivalente de la base ha sido
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afiadida. Este punto final puede detectarse mediante indicadores (cambio de color),
electrométricamente (pHmetro), etc. Para realizar el ensayo de acidez se aplicd la NTE
INEN 2 323: 2002-12: Determinacion de la acidez total. VER ANEXO 8.

2.4.3.3 Determinacién de sélidos solubles

Sélidos solubles.-Es la cantidad de sélidos disueltos en la bebida, expresada en grados
Brix (porcentaje de masa). Los s6lidos solubles equivalen al contenido de azlcar en

disolucion.

PREPARACION DE LA MUESTRA
Transferir varias veces la muestra de un vaso a otro vaso de precipitacion, para eliminar

el anhidrido carbdnico existente.

PROCEDIMIENTO

La determinacion debe efectuarse por duplicado sobre la misma muestra preparada.

1. Con la ayuda de una micropipeta colocar 1 gota de muestra en el lente del
brixometro y observar a la luz solar.

2. Anotar el valor leido en el campo del lente del brixmetro.

2.4.3.4 Determinacion de alcohol.
La determinacion de alcohol en el alimento elaborado se realiz6 con la ayuda de un

alcoholimetro.

2.4.3.5 Determinacion de la gravedad especifica
Se aplicé la norma NTE INEN 2322:2010. Determinacion de alcohol. Bebidas
alcohdlicas. Cerveza. VER ANEXO 9.
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Determinacién de azUcares: Método de Fehling

1 AzUcares reductores

PROCEDIMIENTO

1. Pesar 5g de muestra

2. Adicionar 15 mL de solucion de Carrez | y 15mL de solucién de Carrez Il,
agitando después de cada adicidn.

3. Aforar a 250 mL con agua destilada y filtra por filtro de pliegues.

4. Colocar el filtrado en una bureta de 50 mL

5. En un Erlenmeyer de 250 mL colocar mL de solucion de Fehling A y mL de
solucion de Fehling B.

6. Mezclar y afiadir 40 mL de agua destilada, nucleos de ebullicién y colocar en
una fuente calorifica y calentar hasta ebullicion. En este momento y controlando
el tiempo con un cronémetro empezar a afiadir lentamente cada 2 segundos y en
pequefia cantidad de 0,5mL la solucion problema desde la bureta, sin dejar
hervir.

7. A1 minuto y 55 segundos de ebullicion adicionar 3 gotas de solucién indicadora
de azul de metileno al 1% vy continuar la titulacion a ritmo de 0,1mL por
segundo hasta color rojo brillante.

8. Repetir la titulacion adicionando de una sola vez el volumen gastado
inicialmente en la titulacion anterior, menos de 0,5 mL.

9. Titular a ritmo de 0,5mL cada 10 segundos. (LUCERO, O. 2011)

CALCULOS

El % de azucares reductores se obtiene aplicando la siguiente férmula:

Donde:

%AR = (A xax 100) (W x V)

%AR = Porcentaje de azUcares reductores

A= Aforo de la muestra

a= Titulo de Fehling (10cc de solucién de Fehling es igual a 0,05g de glucosa)

W= peso de la muestra en gramos
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V= Volumen de la solucién problema gastado en la titulacion.
2.4.3.6.2 AzUcares totales

PROCEDIMIENTO

Pesar 5g de muestra previamente preparada (desmuestrada).

Colocar en un bal6n volumétrico de 250 mL y afiadir 100 mL de agua destilada.
Adicional mL de HCI concentrado.

Calentar a reflujo 20minutos.

Neutralizar con NaOH al 50% hasta pH 7.

Aforar a 250 mL con agua destilada.

Filtrar y colocar el filtrado en una bureta de 50 mL.

© N o g B~ w DN e

En un Erlenmeyer de 250 mL colocar mL de solucion de Fehling A 'y mL de
solucion de Fehling B, mezclar y afiadir 40 mL de agua destilada, nucleos de
ebullicion y colocar en una fuente calorifica y calentar hasta ebullicion.

9. En este momento y controlando el tiempo con un crondmetro empezar a afiadir
lentamente cada 2 segundos y en pequefia cantidad de 0,5mL la solucion problema
desde la bureta, sin dejar hervir.

10. A 1 minuto y 55 segundos de ebullicion adicionar 3 gotas de solucion indicadora de
azul de metileno al 1% y continuar la titulacion a ritmo de 0,1mL por segundo hasta
color rojo brillante

11. Repetir la titulacion adicionando de una sola vez el volumen gastado inicialmente en
la titulacion anterior, menos de 0,5mL.

12. Titular a ritmo de 0,5mL cada 10 segundos.(LUCERO,O. 2011)

CALCULOS

El % de azucares reductores se obtiene aplicando la siguiente formula:

%AR = (A xax 100) (W x V)

Donde:

%AR = Porcentaje de azUcares reductores

A= Aforo de la muestra

a= Titulo de Fehling (10cc de solucién de fehling es igual a 0,05g de glucosa)

W= peso de la muestra en gramos
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V= Volumen de la solucién problema gastado en la titulacion. (LUCERO, O. 2011)

Nota: se puede obviar el indicador para apreciar mejor el punto final de titulacion.

2.4.3.6.3 AzUcares no reductores (Sacarosa)

Se saca por calculo, previa determinacion de experimental de los azlcares reductores y
totales con la siguiente formula:

%AT = AR + %ANR

%ANR (SACARORA) = %AT - %AR. (LUCERO, O. 2011)

2.4.3.7  Determinacion de vitamina C o Acido Ascorbico (AA).
243.7.1 Determinacion de Vitamina C por HPLC.

FUNDAMENTO DE HPLC: Es una técnica de separacion que se basa en una fase
estacionaria solida y una fase movil liquida, las separaciones se logran por procesos de
particion o intercambio i6nico, segun el tipo de fase estacionaria empleada.

Cromatografia de particion en fase reversa con una fase mavil polar.

Fase movil: La fase mévil que se utilizo fue una solucion de acido fosférico HzPO40.05
M (metanol- agua 30%) filtrada al vacio, posteriormente es desgasificada en ultrasonido
por diez minutos.

Para la preparacion del H3POjs se utilizo agua bidestilada.

0,05mol 98¢ mL
L X mol X 1,2g

x 1L = 4,0833

4,0833 = 4,1
Estandar de vitamina C. Se prepar650 ppm de &cido ascérbico, para ello se pes6 0.005
g de &cido ascérbico estandar y se afor6 a 50 mL con acido fosférico 0.05 M grado
HPLC. Tomar 1mL de la solucion y aforar a 100mL Filtrar el sobrenadante con

acrodiscos de membrana de 45 um. Colocar en el vial para su inyeccion.
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Para la cuantificacion de vitamina C se utilizd la siguiente formula:

AMx*C.E«F.D

Conc.Vit.C (ug/g) = WG

Donde:

Conc. Vit. C (pg/g)= Es la concentracion de vitamina C presente en la muestra
analizada. A.M = Area de la muestra

A.E = Area del Estandar

C.E = Concentracion del estandar

F.D = Factor de dilucion.

2.4.4 ANALISIS MICROBIOLOGICO

El andlisis microbiologico consta de los siguientes analisis:
» Recuento de aerobios mesofilos
» Determinacion de mohos y levaduras.

> Determinacion de coliformes.

2.4.4.1 Recuento de aerobios mesofilos.
Para realizar el recuento de aerobios mesofilos se aplicé la norma INEN 1529 - 5. VER
ANEXO 10.

FUNDAMENTO DEL RECUENTO EN PLACA AGAR (PCA).

La productividad de este medio, esta basada en el alto contenido nutricional de sus
componentes, la peptona de caseina aporta nutrientes, el extracto de levadura actia
como sustrato vitaminico y la glucosa como fuente energética, favoreciendo el
crecimiento de la mayor parte de los microorganismos, sin precisar de otros aditivos.
(CULTIMED. 2003)
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2.4.4.2 Recuento de coliformes totales
Para realizar el recuento de coliformes se utiliz6 la norma INEN 1529 — 7. VER
ANEXO 11.

FUNDAMENTO DEL AGAR MACCONKEY

Por la presencia de las sales biliares y el cristal violeta se inhibe el crecimiento de las
bacterias Gram-positivas. Por la presencia de la lactosa, las bacterias capaces de
fermentarla acidifican el medio, cambiando el color del rojo neutro y formando colonias
rojas o rosadas, pudiendo presentar un halo turbio correspondiente al precipitado biliar.

Las bacterias lactosa-negativas dan colonias incoloras. (CULTIMED. 2003)

2.4.4.3 Recuento de mohos y levaduras

Para realizar dicho recuento se siguio la norma INEN 1529-10, solo que en lugar de
utilizar el medio de cultivo agar sal-levadura de Davis (SLD) se utilizdé el medio de
cultivo Agar Saboraud Cloranfenicol. VER ANEXO 12.

FUNDAMENTO

El agar Saboraud ya sea con cloranfenicol, gentamicina, penicilina o con estreptomicina
son medios selectivos para el aislamiento de hongos a partir de muestras clinicas y no
clinicas. Se han afiadido agentes selectivos para inhibir las bacterias. El cloranfenicol es
un antibiotico de amplio espectro que inhibe una amplia variedad de bacterias Gram
negativas y Gram positivas, pero puede tener un efecto inhibidor en numerosos hongos
patdgenos, por lo que se ha demostrado que los antimicrobianos como penicilina,
gentamicina y estreptomicina, o una combinacién de los mismos, son eficaces en la
inhibicion de bacterias sin afectar el crecimiento fungico. Estos medios se utilizan para
el aislamiento de hongos a partir de muestras clinicas o materiales en los que se
sospeche la presencia de contaminantes bacterianos. (BECTON DICKINSON.2013)
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2.4.4.4 Identificacién de microorganismos

Para determinar los microorganismos presentes en la bebida de té negro fermentada a

base de Manchurian fungus se realiz6 la tincién Gram.

24441 Tincién Gram

FUNDAMENTO

De gran importancia en microbiologia porque permite diferenciar dos grandes grupos de
bacterias (Gram positivas y negativas), segun se comporten ante esta tincion. El
fundamento radica en la diferente estructura de la pared celular de ambos grupos: las
bacterias Gram (+) poseen una capa gruesa de peptidoglicano y carecen de membrana
externa, mientras que las bacterias Gram (-) tienen una capa de peptidoglicano mas fina
y una membrana lipopolisacaridica externa. Tras la tincion con el Cristal violeta se
efecta un lavado con etanol que arrastrara al colorante solo en las Gram negativas,
mientras que en las Gram positivas el colorante queda retenido y las células
permaneceran azules. Las celulas Gram (-) se tefiiran después con un colorante de

contraste (safranina) para que puedan observarse. (MARTINEZ, A. 2011)

Materiales: portaobjetos, mechero, asa de platino, pipeta, pinzas de madera,

microscopio.

Reactivos: lugol, cristal violeta, fucsina diluida o safranina, alcohol 96°, aceite de
inmersion.

244411 PROCEDIMIENTO

I. Preparacion la muestra:

1. Colocar sobre un portaobjetos una gota de agua y en ella suspender una cierta

cantidad de microorganismos.
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2. Realizar un frotis y dejarlo secar.
3. Fijar el frotis dandole varios pases a los portas sobre la llama del mechero, con la

muestra hacia arriba.

Coloracion.

1. Cubrirle frotis con cristal violeta durante 1 minuto.

2. Lavar con agua (deslizando el agua sobre el porta) para eliminar el exceso de
colorante.

3. Cubrir la muestra con lugol (mordente) durante 1 min.

4. Lavar con agua.

5. Decolorar con alcohol (96°) por 30 segundos. Al decolorar con alcohol las
bacterias Gram (-) no retiene el color violeta, por lo tanto quedan incoloras;
mientras que la bacterias Gram (+) seguirian violeta.

6. Lavar con agua.

7. Cubrir el portaobjetos con el segundo colorante o de contraste, que es la
safranina, 1 minuto. Este colorante s6lo entrara en las bacterias Gram (-), que
quedaran rojas. Las Gram (+) seguiran violetas.

8. Lavar con agua y dejar secar. Observar con el lente de inmersién (lente 100x).

245 TAMIZAJE FITOQUIMICO
Esta prueba se realizo con el objetivo de determinar los principales grupos fitoquimicos

presentes en la bebida de Kombucha.
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2.4.5.1 Identificacidn de azlcares reductores

Permite reconocer en los extractos la presencia de azlcares reductores. Para ello si no se
encuentra en agua, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolver
en 1- 2 mL de agua. Se adiciona 2 mL del reactivo y se calienta en bafio de agua de 5-10
minutos la mezcla. EI ensayo se considera positivo si la solucién se colorea de rojo o

aparece precipitado rojo. (PEREIRA, Sy otros. 2009)

2.4.5.2 Ensayo Espuma

Permite reconocer en un extracto la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal
como triterpénica. De modo que si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye su
volumen dos a cinco veces en agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5-10
minutos. El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido
de mas de 2mm de altura y es persistente por mas de 2 minutos. (PEREIRA, Sy otros.
2009)

2.4.5.3 Ensayo de Cloruro Férrico (FeCls)

Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos en un extracto
vegetal. Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo determina tanto
fenoles como taninos. A una alicuota del extracto alcoholico se le adicionan 3 gotas de
una solucion de tricloruro ferrico al 5 % en solucion salina fisiolégica (cloruro de sodio
al 0.9 % en agua). Si el extracto es acuoso, el ensayo determina fundamentalmente
taninos. A una alicuota del extracto se afiade acetato de sodio para neutralizar y tres
gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5 % en solucién salina fisioldgica, un
ensayo positivo puede dar la siguiente informacion general:

» Desarrollo de una coloracién rojo-vino, compuestos fendlicos en general.

» Desarrollo de una coloracién verde intensa, taninos del tipo pirocatecdlicos.

» Desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogalotanicos. (PEREIRA,

Sy otros. 2009)
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2.4.5.4 Ensayo de Shidona

Permite reconocer la presencia de flavonoides en el extracto vegetal. Si la alicuota del
extracto se encuentra en alcohol, se diluye con 1 ml de acido clorhidrico concentrado y
un pedacito de cinta de magnesio metalico. Después de la reaccion se espera 5 minutos
se afiade 1mL de alcohol amilico se mezclan la fases y se dejan reposar hasta que se

separen.

Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma, a partir de la
adicion del &cido clorhidrico concentrado. El ensayo se considera como positivo,
cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo intenso en
todos los casos. (PEREIRA, Sy otros. 2009)

2.4.5.5 Ensayo de Ninhidrina

Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de aminoacidos libres o de
aminas en general. Se toma una alicuota del extracto en alcohol, o el residuo de la
concentracion en bafio de agua, si el extracto se encuentra en otro solvente organico, se
mezcla con 2 mL de solucion al 2% de ninhidrina en agua. La mezcla se calienta 5 -10
minutos en bafio de agua. Este ensayo se considera positivo cuando se desarrolla un
color azul violaceo. (PEREIRA, Sy otros. 2009)

2.4.6 CAPACIDAD PROBIOTICA DEL Manchurian fungus:

Para determinar la capacidad probiotica de la bebida en estudio se realizaron diferentes
pruebas “in vitro” por triplicado. Dentro de las pruebas realizadas para determinar la
capacidad probiotica tenemos:

1. Tolerancia a sales biliares.

2. Determinacidn de resistencia a jugos gastricos.

3. Reduccidn del colesterol en presencia de sales biliares.
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2.4.6.1 Tolerancia a pH.

Para realizar este ensayo se utilizo el medio de cultivo caldo soya triptica (TSB), siendo
un medio de cultivo liquido altamente nutritivo recomendado para la recuperacion y

aislamiento de toda clase de bacterias Gram positivas y Gram negativas.

El caldo TSB es un medio de cultivo libre de sustancias inhibitorias e indicadores, razon
por lo cual lo hace ampliamente til en procedimientos de diagndstico e investigacion.
Por su abundante base nutritiva, este medio es adecuado para el crecimiento de bacterias
y levaduras exigentes. (BECTON, DICKINSON AND COMPANY. 2008)

PROCEDIMIENTO

La tolerancia al pH fue evaluada siguiendo la metodologia aplicada por ORTIZ, Ay
REUTO, J, con ligeras modificaciones. Se prepard caldo soya triptica ajustando el pH
entre 4.5 y 5.0 (se trabajo a pH 4.95) con HCI concentrado, posteriormente se esterilizd
a 121°C durante 15 min.

En un tubo tapa rosca se inoculé 1 mL de bebida en 9 mL de caldo soya triptica con pH
ajustado, posteriormente se incubé a 37°C durante 24horas. Finalizado el periodo de
incubacion se realizaron recuentos en placa por la técnica de microgota, para lo cual se
tomd 100uL de muestra y se depositdo en agar PCA, posteriormente las placas fueron
incubadas por 24h a 37°C. (ORTIZ, AY REUTO, J. 2007)

2.4.6.2 Resistencia a la simulacién de los jugos gastrico y pancreatico.

La acidez estomacal presenta un pH entre 1.2 - 3 es la primera barrera que un
microorganismo potencialmente probidtico debe superarla, ya que el pH esta
directamente relacionado con la capacidad de un microorganismo para sobrevivir o
multiplicarse en un alimento o en un medio de cultivo. El tiempo medio desde que un

alimento entra hasta que sale del estbmago es de 90 minutos (vaciamiento gastrico).
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La pepsina es la principal enzima digestiva que se segrega en el estbmago, esta enzima
hidroliza las proteinas en el estomago, mientras que la pancreatina favorece la hidrolisis
de grasas, proteinas y azucares, facilitando la digestion de las mismas. La pepsina se
libera en el estbmago como pepsindgeno que por accion del &cido clorhidrico es
transformado a pepsina que es componente principal del jugo gastrico. EI HCI controla
el paso de bacterias hacia el intestino y estimula la secrecidn de secretina, que estimula
a su vez la secrecién pancreatica y biliar. La pepsina es mas activaaunpHentre2 -3y
se desactiva permanentemente a un pH superior de 5. (EcuRed. 2014)

Debido a que en el mercado no fue posible encontrar pepsina y pancreatina puras, se
utilizaron formas farmacéuticas que en su formulacion contienen dichas enzimas como
principio activo. Las formas farmacéuticas que se adquirieron fueron Espasmo Canulase

® (pepsina) y Pankreoflat ® (pancreatina).

Las simulaciones de los jugos gastrico y pancreatico fueron preparadas tomando como
base la metodologia aplicada por MONTEAGUDO A, y otros. 2012; ya que en el
mercado no fue posible encontrar pepsina y pancreatina puras, por lo tanto se utilizé
formas farmacéuticas que su formulacion contienen dichas enzimas como principio

activo.

TABLA VI. DESCRIPCION DE LAS FORMAS FARMACEUTICAS
Forma farmacéutica Descripcion

Espasmo Canulase ® Laboratorio farmacéutico Novartis
PRINCIPIO ACTIVO (p.a.)
Cada comprimido contiene:
Pancreatina amilasa minimo 2100 unidades
Pancreatina lipasa minimo 1200 unidades
Pancreatina proteasa minimo 80 unidades

Pankreoflat ® N Laboratorio farmacéutico BAYER
PRINCIPIO ACTIVO (p.a.)
Cada tableta contiene:
Pancreatina 170mg.

FUENTE: Morales L., 2014
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24.6.2.1 Procedimiento

La simulacion del jugo gastrico se prepar6 por suspension de pepsina en solucién salina
esteril (0,5% p/v) utilizando 1,43g de polvo de la forma farmacéutica Espasmo
Canulase® que contienen pancreatina como p.a., y el pH de la solucién fue ajustado a
2,7 con HCI conc. Mientras que la simulacion del jugo pancreético fue preparado por
una suspension de pancreatina en una solucion salina estéril (0,5% NaCl p/v). Se utiliz6
una concentracion de 0,0081g/mL de polvo de la forma farmacéutica Pancreoflat ® que
contiene como p.al70 mg de pancreatina y el pH de esta solucién se ajusté a 8.2 con
NaOH 0,1N.

La tolerancia del test forzado a la simulacion de los jugos gastrico y pancreatico se
determino trasfiriendo una alicuota de 0,2 mL de bebida fermentada a un tubo tapa
rosca, posteriormente se adiciono 0,3 mL de NaCl (0,5% p/v) y 1 mL de la simulacion
de jugo gastrico o una pequefia cantidad de pancreético. La mezcla fue incubada a 37° C
por 120 min para la tolerancia gastrica y 180 min para la tolerancia pancreética. Para
proteger la tolerancia se tomaron alicuotas de 0,1 mL periédicamente para la

determinacion de la cuenta de viables totales segiin el método de siembra en superficie.

2.4.6.3 Tolerancia a las sales biliares

El pH acido del estébmago no es la Gnica barrera que los microorganismos probioticos
deben superarla para llegar vivos al intestino y ejercer su efecto beneficioso en el
huésped. En el intestino delgado, el impedimento mas importante para los
microorganismos son las sales biliares por lo que los probidticos para ejercer su accion
benéfica deben resistir a la accion de esta barrera natural. La concentracion de sales
biliares en el intestino humano es variable y dificil de predecir. (ORTIZ, A Y REUTO, J.
2007)
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2.4.6.3.1 Procedimiento

El caldo Soya Triptica fue suplementado con sales biliares (célculos biliares) hasta
obtener una concentracion de 0.3% y 0,6% (p/v), respectivamente. Posteriormente el

medio de cultivo fue esterilizado a 121° C durante 15 min.

En un tubo tapa rosca se inoculé 1 mL de bebida fermentada con 9 mL de caldo Soya
Triptica suplementado con sales biliares, el mismo que fue incubado a 37° C durante 24
horas. Finalizado el tiempo de incubacion, se realizaron recuentos en placa de cada
concentracion de caldo Soya Triptica adicionado de sales biliares. Se sembré por el
método de superficie 100 pLL de cada muestra en agar PCA, las placas fueron incubadas

a 37° C por 24 horas y el recuento se reporté en UFC/mL.

2.4.6.4 Reduccidn del colesterol en presencia de sales biliares.

Se prepard el medio de cultivo caldo Soya Triptica suplementado con 0,3% de sales
biliares. A continuacion se tomé 2 tubos tapa rosca, en cada tubo se colocdé 9 mL de
caldo Soya Triptica suplementado con sales biliares y 500 puL de estandar de colesterol
de la casa comercial Human cuya concentracion marcada es de 200mg/ dL. A uno de
los tubos se le adicioné 1 mL de muestra (bebida) mientras que al otro tubo no se le
adiciond bebida ya que fue utilizado como control. La mezcla se llevo a incubar a 37° C
por 24 horas, transcurrido este tiempo se centrifugaron los tubos a 2500 rpm durante 5
minutos. Se tom6 1 mL del sobrenadante de cada tubo y se lee la absorbancia en el
espectrofotometro tanto del control como de la muestra a 500 nm frente al blanco de

colesterol Human.

2.4.6.5 Evaluacion funcional de la B.K frente a varios patdgenos.
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Para determinar la sensibilidad de los m.o se utiliza el agar Mueller-Hinton, porque es
un medio de cultivo considerado el mejor para realizar las pruebas de sensibilidad de
rutina dado que:

» Muestra buena reproducibilidad lote a lote en las pruebas de sensibilidad

» Contiene bajo nivel de inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina.

» Es adecuado para el desarrollo de la mayoria de las bacterias patdgenas.

» Existen suficientes datos recopilados que avalan la experiencia de las pruebas de

sensibilidad realizadas en este medio.(MALBRAN, C. 2001)

Para estandarizar la densidad del indculo se utilizd el estdndar Mc Farland (de escala
0.5) como estandar de turbidez; el mismo que se debe guarda en refrigeracion para

conservarlo por mayor tiempo (6 meses).

246.5.1 Procedimiento

Para realizar la prueba de sensibilidad antimicrobiana de la bebida optimizada de
Kombucha se utilizaron microorganismos patégenos tanto Gram positivos
(Staphylococcus aureus, y Candida) como Gram negativos (Escherichia coli y

Salmonella gallinarum).
Pasos a seguir para evaluar la capacidad probidtica de la B.K.

1. Para activar las cepas ATCC de los patdgenos, se inocularon cada una de las
cepas en el medio de cultivo liquido Cerebro Corazén y se llevaron a incubar a 37°
C por 24 horas.

2. Posteriormente se sembraron las cepas reactivadas en los medios de cultivo
selectivos para cada uno de los patdgenos. Se utilizd agar Mackonkey para las
bacterias E. coli y Salmonella gallinarum, Manitol para S. aureus y para Candida
se utilizo agar Sabouraud-cloranfenicol, las mismas que se incubaron por 24 horas.

3. Para conservar los patdgenos reactivados se sembraron cada una de ellos en agar

Mueller Hinton pico flauta.
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4. Se tomaron4 tubos tapa rosca y en cada uno de ellos se coloco5mL de bebida
fermentada. A continuacion se inocul6 un patégeno en cada tubo hasta alcanzar una
concentracion igual a la del estandar MacFarland (10°UFC) y los tubos fueron
incubados a 37° C por 24horas.

5. Transcurrido las 24 horas se procedieron a sembrar cada uno de los patdgenos en
agar Mueller Hinton, llevandolos a incubar a 37°C por 24horas.

6. Finalmente se contaron las colonias que crecieron y se reportaron en UFC.

2.4.7 DISENO EXPERIMENTAL DE PLACKETT BURMAN (PB)

Los disefios de PB son disefios factoriales fraccionados a dos niveles, que se utilizan
para estudiar K=N-1 variables, en N ensayos, donde N es multiplo de 4.

Los disefios factoriales se utilizan para estudiar el efecto conjunto de varios factores
sobre una respuesta. Estos disefios se basan en la variacion simultanea de un nimero
limitado de niveles de un factor. El disefio de PB trabaja generando matrices
ortogonales como la de matriz de Hadamard que matematicamente es una matriz
cuadrada cuyas entradas son +1 o -1 y cuyas filas son mutuamente ortogonales .En la
practica las matrices se utilizan como método de screening o cribado con el objetivo de
identificar los factores importantes en un proceso que tienen realmente influencia en la

variable. El disefio de PB consta de dos fases que son: (QualityTrainigPortal. 2014)

a. Screaning

b. Optimizacion por la metodologia superficies respuesta.
La ventaja que presentan los disefios PB respecto a otros disefios de ‘screening’
(Taguchi, etc.), es su completa ortogonalidad entre las variables y el namero reducido

de experimentos cuando se trabaja con muchos factores.

Estudio de cribado o screaning.

Al plantear una investigacion se encuentra una larga lista de factores influyentes, que
para obtener un estudio optimizado es necesario reducir dichos factores a un namero
manejable, razon por lo cual se deben cribar en funcion de su influencia en la respuesta

considerando su significancia estadistica; es decir, de un grupo de factores se analiza
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cudl o cuéles son los factores que mayor influencia presentan sobre una variable.
(QualityTrainigPortal. 2014)

Optimizacion: Metodologia superficie respuesta.

Esta metodologia es un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas utilizadas para
moldear y analizar problemas en los que una variable de interés es influenciada por
otras. El objetivo es optimizar la variable de interés lo cual se logra al determinar las
condiciones Optimas de operacion del sistema, para lo cual se utiliz6 el disefio de
Viewer. (RIVAS, Y. 2014)

Al optimizar una o varias respuestas en un producto o proceso, se debe conocer que
valores de los factores proporcionan respuestas (rendimiento, sabor, etc.) con la calidad
deseada. Estos se pueden conocer calculando con un modelo matemético denominado
superficie de respuesta que relaciona los factores mas relevantes con las respuestas.
(RIVAS, Y. 2014)
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CAPITULO 111

3. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

3.1.PREFORMULACION Y OPTIMIZACION DE LA B.K

Para la preformulacion y el posterior estudio de optimizacion de la BK se aplico los
disefios experimentales de Plackett Burman (PB), que son disefios fraccionados
factoriales que se dan a dos niveles y se utilizan para estudiar el efecto conjunto de
varios factores sobre una variable. Para facilitar el trabajo estadistico se utilizo el
programa DOEpack 2000 serie Ne: P-DOEW-3.0-FACG_-0001-UWE, dentro del cual se

encuentran incluidos dichos disefios.

Los disefios de PB son disefios de optimizacion, que trabajan generando matrices
ortogonales. Ademas estos disefios de dan en dos fases que son:
a. Screaning o cribado y la

b. Optimizacion

3.3.1 Estudio de cribado o screaning de la B.K

En la BK se realizd el screaning de preformulacion con la finalidad de identificar qué

factor o factores influyen sobre una variable. Para realizar el screaning se plantearon

varios factores y variables como se muestran en el cuadro Ne 1.
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CUADRO N°1. PLANTEAMIENTO DEL DISENO

FACTORES VARIABLES
Factores Cantidad Unidades Variable
Sacarosa (Sa.) 0,25 M - pH
0,5 M - Grados Brix
Té negro (Té) 625 ppm - Cantidad de m.o
2500 ppm - Densidad
Tiempo de fermentacion (t) 7 Dias - Acidez titulable
15 Dias - Vitamina C
Ciclos de oxigenacion (O2) 30 Minutos - Grado
60 Minutos alcoholico
Concentracion de inoculo [In6.] 12500 ppm
25000 ppm

Donde:

La sacarosa aporta la energia necesaria para el metabolismo de los microorganismos, mientras
que el té negro aporta los nutrientes necesarios para el desarrollo de dichos microorganismos.
Tiempo de fermentacion: de él pendera el grado de acidez y la carbonatacion final de la
bebida.

Ciclos de oxigenacion: son necesarios para que se produzca la fermentacion aerobia.
Concentracién de indculo: se buscé una concentracion adecuada para obtener un producto de

calidad.

Los factores planteados en este estudio son de 2 tipos:
a. Tecnoldgicos: Tiempo y Sacarosa
b. Formulacion: Té negro, ciclos de oxigenacidn, concentracion de indculo. Ver

cuadro Ne 1.

Ademas las cantidades planteadas para cada factor fueron escogidas disirniendo varios estudios

cientificos y de ellos se escogid la mejor formulacion para obtener un producto de calidad.

En el cribado de la BK se plantearon 5 factores, 7 variables y se realizaron 8 ensayos
para poder evaluar cual de todos los ensayos planteados presentan mejores atributos de
calidad para obtener una bebida optimizada. VER CUADRO Ne 2 y Ne 3.
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CUADRO N°2. PREFORFULACION DE LA BK

TRATAMIENTOS

RUN Sa. Té t 0, [In6.]
1 05 2500 15 60 25000
2 05 2500 15 30 12500
3 05 625 7 30 12500
4 05 625 7 60 25000
5 0,25 625 15 60 12500
6 0,25 625 15 30 25000
7 0,25 2500 7 30 25000
8 0,25 2500 7 60 12500

Una vez que las formulaciones cumplieron con los tiempos de fermentacion (T.F) establecidos, se procedio a evaluar cada una de las

variables propuestas por triplicado.

CUADRO N°3. EVALUACION CUANTITATIVA DE VARIABLES

pH ° Brix [m.o] d Ia
RUN R #1 R #2 R #3 R#1 R#2 R#3 R #1 R #2 R #3 R #1 R #2 R #3 R #1 R #2 R #3
1 3 3 3,01 7,4 7,4 7,4 920 410 1000 1,0279 1,0279 1,0281 0,2619 0,2716 0,291
2 3,12 3,11 3,12 8 8 8 290 290 250 1,0389 1,0389 1,0389 0,1552 0,1746 0,1552
3 3,58 3,56 3,58 8,2 8,2 8,2 2470 1980 2240 1,0297 1,0275 1,0297 0,0472 0,0567 0,0567
4 3,42 3,41 3,42 8,6 8,6 8,6 1700 1500 1600 1,0313 1,0313 1,0313 0,0945 0,0756 0,0945
5 3,24 3,24 3,24 4,8 4,8 4,8 1270 1210 1000 1,0259 1,0272 1,0272 0,1067 0,097 0,1067
6 2,97 2,98 2,97 4,6 4,6 4,6 180 150 320 1,0216 1,0218 1,0218 0,1746 0,1649 0,1746
7 35 3,51 3,51 4,6 4,6 4,6 3960 2730 3345 1,0205 1,0208 1,0206 0,0945 0,0756 0,085
8 3,52 3,51 3,52 52 52 4,6 3700 2500 3100 1,0184 1,0186 1,0184 0,1134 0,1039 0,0945
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CONTINUACION........

Vit. C °A
RUN R#1 R #2 R #3 R#1 R #2 R #3
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0

Como se puede observar en el cuadro Ne 3, los resultados obtenidos al evaluar cada uno
de los factores planteados en cada una de las formulaciones son muy similares entre si a
excepcion de la concentracion microbiana, en la cual existe una ligera variacion.
También se observo que en la BK no existe vitamina C debido a que es facilmente
degradada por el oxigeno, como tampoco existio alcohol ya que los taninos inhiben
parcialmente la fermentacion alcohdlica y la poca cantidad de etanol generado es
oxidado por las bacterias aceticas (Acetobacter) a acido acético. Estas bacterias a
diferencia de las levaduras productoras de alcohol, requieren gran cantidad de O para
su crecimiento y actividad. El proceso metabolico se basa en la conversion del etanol a

acetaldehido (se encuentra hidratado) y este a su vez es transformado en &cido acético.

Alcohol Acetaldehido

deshidrogenasa deshidrogenasa
0; +CHsCH,0H  —————3 CHCHO.H,0 .  CH:;COOH
Etanol Acetaldehido Ac. Acético

Fuente: Morales L. 2014
FIGURA N° 17. OXIDACION DEL ETANOL

Las bacterias acido lacticas actuan sobre el etanol y el acido acético produciendo &cido

lactico.

Glucolisis
CoH120s ——— 2 CiHaOs

Glucosa 2 acido lactico
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33111 Analisis estadistico de Medias (ANOM) y ANOVA

Se realiz6 el andlisis de medias(ANOM) con la finalidad de identificar los factores que
afectan las respuestas promedio de cada una de las variables planteadas; mientras que
ANOVA permitié valorar la variabilidad que existe tanto entre datos experimentales de

cada variable como entre las matrices generadas en el estudio de optimizacion.

3.3.1.1.1.1  ANOM: Efecto principal de varios factores sobre el pH

En este estudio se realizo el ANOM con un nivel de significancia del 0,05 % para
determinar si existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias de cada

una de las variables planteadas en el screaning.

Efecto de la concentracion de sacarosa sobre el pH

CUADRO N° 4. pH vs SACAROSA

Main effects ANOM for Sacarosa
LDL=3,291, Mean=3,293, UDL=23 206

v=14.8, H=1,512, alpha=0,05

3,310

3,305

3,300

3,295 1

pH

3,290 7

3,285 1

3,280

3,275

Level

Como se pude observar en el cuadro Ne 4, la concentracion de sacarosa sobre el pH
presenta un efecto negativo, es decir; mientras mayor sea la concentracion de sacarosa
mas acida es la bebida. Como se conoce la Kombucha una simbiosis de bacterias
(Acetobacter spp, Gluconobacter) y levaduras del género Sacharomyces, en la cual se

generan 3 tipos de fermentacion que son alcohdlica, lactica y acética originandose los
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acidos acético, lactico, gluconico, glucoronico, carbonico y etanol, que son

responsables de la acidez y del olor caracteristico de la Kombucha.

Las levaduras hidrolizan la sacarosa en glucosa y fructosa, produciendo etanol y CO;
mientras que bacterias acido acéticas convierten la glucosa en &cido glucorénico y la
fructosa en &cido acético. La levadura Pichia fermantans, fermenta la glucosa
produciendo acido lactico. Las bacterias acéticas utilizan la glucosa para la produccion
de acido glucordnico, el mismo que es transformado en etanol, y este es oxidado por
dichas bacterias a acido acético, generando como subproducto celulosa que se va

acumulando en capas para formar el hongo.

Las bacterias &cido lacticas acttan sobre el etanol y el acido acetico produciendo acido

lactico. Por todas las razones expuestas anteriormente la BK es &cida.

Sacarosa fosfatasa
CizHz011 + H:0 - CeHiz0¢ + CeH120
Sacarosa grucosa fructuosa
Azicar invertido

GLUCOSA

l

Glucosa 6-Fosfato

Fructosa 6-Fosfato

Fructosa 1,6-Fosfato

Gliceraldehido 3 fosfato

A Acélico— Acetaldehido «——| ACIDO PIRUVICO

\ Etanol
ACIDO LACTICO

FIGURA N° 18. ACIDOS PRODUCIDOS EN LA FERMENTACION DELA BK
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Efecto del tiempo de fermentacion sobre el pH

CUADRO N°5. pHvs T.F

Main effects ANOM for Tiempo ferment
LDL=3,291, Mean=3,293, UDL=3,295
v=14,8, H=1,512, alpha=0,05

36_

pH

3,0

Level

En el cuadro Ne 5 se puede apreciar que el tiempo de fermentacion (T.F) influye
negativamente sobre el pH, es decir, a mayor T.F méas acida es la BK, ya que existe el
tiempo necesario para que los m.o transformen la sacarosa en glucosa y fructosa, que a
su vez son transformadas en acidos acético, lactico, glucorénico, glucénico, carbonico

etanol, etc., que son responsables de la acidez de dicha bebida.

Efecto de la concentracion de inéculo sobre el pH

CUADRO N°6. pH vs [In6.]

Main effects ANOM for Conc. Indculo
LDL=3,291, Mean=3,293, UDL=3,295
v=14,8, H=1,512, alpha=0,05

12500 25000
Level
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En el cuadro Ne 6 se observa claramente que el efecto de la [Ind.] sobre el pH es
negativo, es decir, mientras mayor cantidad de in6culo exista mas acida seré la BK. Al
existir mayor cantidad de m.o la sacarosa es rapidamente desdoblada generandose los
respectivos metabolitos, entre ellos los &cidos acético, lactico, glucoronico, etc., que son
los responsables de la acidez de BK.

A medida que transcurre el T.F, la concentracién microbiana inicial aumenta ya que la
cafeina y las xantinas presentes en la infusion de té estimulan a las bacterias acéticas a
la sintesis de &cido acético obteniendo como producto secundario celulosa que se va
acumulando en capas para formar el hongo, entonces al existir una mayor concentracion

microbiana la bebida adquiere una mayor acidez.

Efecto de la concentracion de té negro sobre el pH

CUADRO N°7. pH vs CONCENTRACION DE TE NEGRO

Main effects ANOM for Té negro
LDL=3,291, Mean=3,293, UDL=3,296

v=148, H=1512, alpha=0,05

3,305_

3,300

T 3,295
[=1
Mean

3,290 -

3,285

525 2500
Level

En el cuadro Ne 7 se observa que el efecto de la concentracion de té negro sobre el pH
es negativo, ya que al aumentar la cantidad de té negro la BK adquiere mayor acidez. El
pH es acido debido a que el té negro posee gran cantidad de enzimas fenolasas, por lo
tanto la actividad enzimatica es alta. Las fenolasas catalizan la oxidacion de algunos
polifenoles mejorando la conversidn de glucosa, lo que quiere decir que mientras mayor
cantidad de té negro exista mayor sera la cantidad de fenolasas para catalizar oxidacion

de los polifenoles, por ende una mayor cantidad de glucosa va a ser desdoblada
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originando los metabolitos secundarios correspondientes, entre ellos los acidos que son

los responsables de la acidez de la BK.

Efecto de los ciclos de oxigenacion sobre el pH

CUADRO N° 8. pH vs CICLOS DE O2

Main effects ANOM for Ciclos de 02
LDL=3,291, Mean=3,293, UDL=3,296
v=14,8, H=1512, alpha=0,05
- _ uBL
3,295 1
3,294 ]
—~ _  __ _ Mean
T 3,293
o
3,292 ]
3'291_———————_____£L.
3,290 . .
30 g0
Level

En el cuadro Ne 8 se observa que el efecto de los ciclos de oxigenacion sobre el pH es
positivo, ya que al aumentar el tiempo de oxigenacion el pH también se incrementa; es
decir a mayor tiempo de oxigenacion menos acida es la bebida. La Kombucha es una
simbiosis constituida por m.o aerobios y anaerobios; por lo tanto, la oxigenacion inhibe

la fermentacion anaerobia, razon por la cual el pH no es tan acido.

3.3.1.1.1.2  Medias marginales-Respuestas de los promedios del pH

Con la grafica de medias marginales podemos ver de forma general como cada uno de

los factores planteados en el cuadro Ne linfluyen sobre una variable, en este caso sobre

el pH.
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CUADRO N°9. EVALUACION DE LAS MEDIAS MARGINALES

Marginal Means - Response Averages
3,6_
35 ] 1= 7. pH Msari - 3503
3,4
i [InG.] = 12500, pH (Wesr] = 3,362
| 5a=0.25 pHiMear) =3303 o e
%. 3,3] ’ Sa=05.pH [Mean]la,;;& DHMTsfg;nn, pH Wean] = 3,285 0230, pH (ean) - 3252
] e
] [In.] = 25000, pH Mean] = 3,225
3,27 »
3,1 { t=15.pH [M-aan] 308
3’0 i T T T T T T T T T |
0,25 0,5 625 2500 7 15 30 60 12500 25000
Sa Te t 02 [In6.]
Effects

En el cuadro se Ne 9 se observa que la concentracion de sacarosa, te, inoculo y el tiempo
de fermentacidn afectan negativamente sobre el pH, es decir, a mayor concentracion de
cada uno de estos factores mas acida es la BK ya que existe el sustrato y el tiempo
necesario para que se genere los productos de fermentacion respectivos. En la
Kombucha se produce tres tipos de fermentacion: acética, lactica y alcoholica, en la cual
se originan los acidos acético, lactico, glucénico, glucorénico, carbonico y etanol que
son responsables de la acidez, del sabor y del olor caracteristico de la Kombucha.

Ademas el etanol es oxidado a acido acético.

También se puede apreciar que los ciclos de oxigenacion afecta positivamente al pH
porque inhiben la fermentacion anaerobia, mientras mayor sean los ciclos de

oxigenacién menos &cida es la bebida.

3.3.1.1.1.3  Analisis estadistico de Varianzas (ANOVA)

Se realizd el ANOVAcon un nivel de significancia del 0,05%, para evaluar la

variabilidad que existe entre los datos del pH obtenidos experimentalmente como

también para valorar la matriz que mayor variabilidad produce en el pH.
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CUADRO N°10. ANOVA

Source 55 DF b5 F-ratio |-hat
AMDYA tables for pH [Responze Averages] - Alpha level = 0,05
Orne-aday AN O A
Source 55 LF bdS F-ratio -hat
Between 1.229 7 01755 4213 =
"within [errar] 0. 000BEEY 16 41E7E-05
TOTAL 1.229 23

Single degree of freedaom AR O
Source 55 DF kS F-ratio -hat

& S5a(025v05).Text02x 0006017 1 0008017 1444 = 003167
B TE[E25w2500)Saxttxl 0.00135 1 000135 324 -0.015
C  t[Fvw15)5anTeTenl2 1.058 1 1.058 25400 # -0.42
O 02(30+E0).Sax[lnd.].Té 1.6E7E-05 1 1.EE7E-05 0.4 0.001EE7
E [Ind] (12500 2500052 01121 1 01121 2830 = -0.1367
FoTéxD2tu[lnd]SaxnTéx 0.0707 1 00707 4096 *  -0,05333
G Téxlnoltx025axTex 0.03375 1 003375 a10 * 0,075

Within [erar) 00006667 16 4167E-05

TOTAL 1.229 23

P-value

P-value
<0.001

P-value
<0.001
<0.001
<0001
0536
<0001
<0.001
<0.001

% contrib

% contrib

% contrib
05
01
2E.1
0.0
a1
14
27

En el cuadro Ne 10 se observa que existe variabilidad entre datos experimentales del pH

con una SS de 1,229, cuya desviacion de medias (MS) fue 0,1755. La matriz que mayor

influencia presenta sobre el pH es el tiempo de fermentacion con el 86,1%, cuya SS es

de 1,058 y el valor observado es < 0,001.

3.3.1.1.1.4  Optimizaciéndel pH (metodologia superficies respuesta)

El objetivo de la optimizacion es optimizar el pH mediante la metodologia superficies

respuesta, la misma que se base en el uso de matrices ortogonales. Los disefios de PB

trabaja generando matrices ortogonales como la de matriz de Hadamard que

matematicamente es una matriz cuadrada cuyas entradas son +1 o -1 y cuyas filas son

completamente ortogonales.
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3.3.1.1.1.4.1 Generacion de matrices

CUADRO N°11. OPTIMIZACION DEL pH

i Design Viewer - 8-run Reflected Plackett-Burman
File
Treatments Contrasts
Sa Té t 0z [Irmd.] A B C ] E F [E;
Run Sa Te t oz [Ira.]
1 05 2500 15 =] 25000 1 1 1 1 1 1 1
2 05 2500 15 a0 12500 1 1 1 -1 -1 1 -1
3 0.5 E25 7 30 12500 1 -1 -1 -1 -1 1 1
4 05 £25 7 21] 25000 1 -1 -1 1 1 1 -1
5 0.25 E25 15 =] 12500 A1 -1 1 1 -1 1 1
B 025 E25 15 30 25000 A -1 1 1 1 1 -1
7 025 2500 7 30 25000 A 1 -1 1 1 1 1
a 0.25 2500 7 =] 12500 A1 1 -1 1 -1 1 -1
Aliaz: BC AC AR AE AD BD BE
DE CDE BDE BCE BCD CE CDh
ARE ABD
ALCD ACE

En el cuadro Ne 11 se puede apreciar que la matriz C, que viene a ser el tiempo de

fermentacion es el factor que mayor influencia presenta sobre el pH y a la vez dicho

factor presenta una interaccion principal con la concentracion de sacarosa (matriz A) y

té negro(matriz B). Estas tres matrices se evaluaron en conjunto obteniéndose un pH de

3,06.

3.3.1.1.1.4.2 Evaluacion de matrices

CUADRO N° 12. EVALUACION DE LAS MATRICES
Response Plot for pH (Avg)

Sa=0.Té=51t=2600,pH = 306

3,06

Sa=0Te=251=625pH =3107
3107

Té
Sa=0 Té=25t=2500,pH = 3512
2500 3512
Sa=0,Té=51=625 pH = 3495
625 3,495 7
0,25 0,5

Sa
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En el cuadro N° 12 se observa que al unir dichos factores se obtiene una grafica de
aristas, donde el valor 6ptimo del pH fue de 3,09 y para obtener dicho valor se necesito
una formulacién compuesta por una concentracion 0,5M de sacarosa, 2500ppm de té
negro y 15 dias de fermentacion, tiempo necesario para que se generen los &cidos
respectivos que son responsables del sabor y del olor caracteristico de la Kombucha.

3.3.1.1.2 Grados Brix: Anélisis ANOM y ANOVA
Tanto el ANOM como el ANOVA para los grados Brix fueron evaluados con un nivel

de significancia de 0,05%.

3.3.1.1.21  ANOM de los grados Brix
Se evaluo cada uno de los factores planteados en el cuadro Ne 1para ver cual es el factor

o factores que mayor influencia presentan en los grados Brix.

Efecto de la concentracién de sacarosa sobre los grados Brix
CUADRO N°13. BRIX vs [Sa]

Main effects ANOWM for Sacarosa
LDL=6 425, Mean=6,425, UDL=6,425

v=148, H=1,512, alpha=0,05

85_
8,04
7.5
7,04

6,57

"Brix

I4¢Eah

6,0
551

5,04

45

Level

En el cuadro Ne13 se puede apreciar que el efecto de la concentracion de sacarosa frente
a los grados Brix es un efecto positivo ya que al aumentar la concentracion de sacarosa,
también se incrementa la cantidad de solidos disueltos (SD). Es una relacion

directamente proporcional.
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Al existir mayor cantidad de sacarosa va existir mayor cantidad de azucar en disolucién
porque a méas de los productos generados por la hidrélisis de la sacarosa va a existir una
parte de sacarosa que no ha sido hidrolizada, razén por lo cual la cantidad de azucar en

disolucion es mayor, produciéndose una elevacién en los grados Brix.

Efecto del tiempo de fermentacion sobre los grados Brix

CUADRO N°14. °BRIX vs T.F

Main effects ANOM for Tiempo ferment
LDL=6,425, Mean=6 425, UDL=6 425

v=148, H=1512, alpha=0,05

6,7_

6,61

6,51

IeRh
6417 — — —  — T T~

"Brix

6,37

6,271

6,1

Level

En el cuadro Ne 14 se observa que el T.F influye negativamente en los grados Brix, es
decir, a mayor T.F menor cantidad de azucares en disolucion existen, ya que gran parte
el azucar ha sido utilizada por los m.o para su supervivencia y produccién de los

metabolitos secundarios propios de la fermentacion.

A medida que la fermentacidn avanza tanto la glucosa como la fructosa son consumidas
por los m.o liberando energia quimica ATP, necesaria para que los microorganismos
realicen sus actividades metabolicas. Como este proceso va a ser un ciclo constante va a
llegar un momento en que la cantidad de azicar sea minima, por lo tanto los grados Brix

también seran bajos.
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Efecto de la concentracion de indculo sobre los grados Brix

CUADRO N°15. °BRIX vs [Ind.]

Main effects ANOM for Conc. Inéculo
LDL=6,425 Mean=6,425 UDL=6 425

v=14138 H=1512, alpha=005

6,50 1

6,45 ]

6,40 1

"Brix

6,35 ]

6,30

6,25

12500 25000
Level

En el cuadro Ne 15 se puede apreciar que la concentracion de indculo posee un efecto
negativo sobre los grados Brix, es decir a mayor concentracion de inéculo menor es la
cantidad de solidos disueltos y viceversa. Debido a la elevada concentracion microbiana
la cantidad de azucar en disolucion es baja, ya que mayor parte de ella ha sido
consumida por los microorganismos originando &cido lactico, glucordnico, acético y

carbonico.

Ademas las bacterias aceticas utilizan la glucosa para la produccién de acido
glucorodnico, el mismo que es transformado en etanol y finalmente en &cido acético,
generando como subproducto celulosa necesaria para desarrollo del Kombucha hijo. Al
existir una constante formacién del hongo, la cantidad de m.o se eleva, mientras que la

cantidad de azUcar en disolucion es baja.
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Concentracion de Té negro sobre los grados Brix

CUADRO N°16. BRIX vs CONCENTRACION DE TE NEGRO

Main effects ANOM for Té negro
LDL=6,425, Mean=6,425 UDL=6 425

v=148, H=1,512, alpha=0,05

"Brix

T
625 2500
Level

En el cuadro Ne 16 se nota claramente que la concentracion de té negro influye
negativamente en los grados Brix; es decir, mientras mayor concentracion de té negro
exista mas baja sera la cantidad de azucar en disolucion. Como es conocido el té negro
contiene una elevada cantidad de enzimas principalmente fenolasas; estas enzimas
catalizan la oxidacion de algunos polifenoles y mejoran la conversion de la glucosa, por

esta razon la concentracion de los SD es baja.

Efecto de los ciclos de oxigenacién sobre los grados Brix

CUADRO N°17. °BRIX vs CICLOS DE OXIGENACION

Main effects ANOM for Ciclos de O2
LDL=6,425 Mean=6425, UDL=6,425
v="14 8, H=1512, alpha=0,05

6,45 |

6,40

"Brix

30 60
Level
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En el cuadro Ne 17 se nota claramente que los ciclos de oxigenacion influyen
positivamente en los grados Brix; es decir, a mayor tiempo de oxigenacion mayor
cantidad de azlcar en disolucion existe ya que el oxigeno inhibe la fermentacion

anaerobia, por esta razon la cantidad de azucar en disolucién es alta.

3.3.1.1.2.2  Medias marginales

CUADRO N°18. [m.o] vs Té, Sa., t, 02, [In6.]

Marginal Means - Response Averages

Rl
)]

Sa =035, "Brix [Mean] = 805

~ Rl
)] (@]

~
(@]

t=7, *Biiw (Mean) = 6,55

=625, "Brix [Mean) = 6.55 02 = 50, *Brix (Mean) =65
02 =30, “Brix (Mean) = 6,35 —&

Te = 2500, _B'HK (Mean)=E.3 =15, ‘EH“MEBI’\]:E,Z

T

o
[&)]
@

°Brix

[Iné.] = 25000, *Brix (Mean) = B.3
-

o o
[&)] (o)

o
(o)

Sa =025, ‘Briz Mean]) = 4.8
L

»
[&)]

025 05 625 2500 7 15 30 60 12500 25000

Sa Té t 02 [In6.]
Effects

En el cuadro Ne 18 se observan como las medias de los grados Brix van variando en
cada factor independientemente de su nivel, sea este alto o bajo. En esta grafica se
observa que la concentracion de sacarosa y los ciclos de oxigenacion influyen
positivamente en los grados Brix, es decir a mayor concentracion de sacarosa mayor es
la cantidad de azlcar en disolucion; mientras que el oxigeno inhibe la fermentacion
anaerobia ya que en la Kombucha se encuentran microorganismos aerobios y

anaerobios, por ende existe una mayor cantidad de azlcar en disolucion.

También se nota que la concentracion de té, de microorganismos y el T.F poseen un
efecto negativo sobre los grados Brix. Al existir una elevada [t¢] y de la

[microorganismos] con un tiempo de fermentacion de 15 dias mas bajos son los grados,
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ya que existe una baja concentracién de azucar en disolucion debido a que la mayor

cantidad de azUcar ha sido fermentada.

3.3.1.1.23  Analisis estadistico de varianzas (ANOVA)

CUADRO N°19. ANOVA DE LOS °BRIX

Sounce 55 DF M5 F-ratio -hvat P-value % contrib
AMOYA tables for Grados Brix [Fesponse Averages] - Alpha level = 0,05
One-wday AR OA
Source 55 DF M5 F-ratio -hat F-value % contrib
Bebween BE 34 7 9478 1,962E+15 * <000
Wafithin [errar] ] 16 ]
TOTAL 66.34 23

Single degree of freedomn AMOWA

Sounce 55 DF M5 F-ratio -t P-value % conbrib
A S5al025w 0B TExtO2 % 63.37 1 6337 1.72E+16 * 3.25 <0001 955
B TE[B25w 2500)5axttxl 0375 1 0375 77E1E+13 * 0,25 <0001 0.6
C  t[Fwl16).5anTeTex02 1.215 1 1.215 Z515E+14 * -0.45 <0001 1.8
D D2[(30vE0)5ax%([lna]TEe 0135 1 0135 2734E+13 * 015 <0001 0z
E  [Ina][12500 v 25000]54 0375 1 0375 77R1E+13 * 0,25 <0001 0.
F o TéxD2tu[lno]SaunTéx 0135 1 0135 2734E+13 = -0.15 <0001 0.2
G Téx[lndltx025axTeéx 0735 1 0735 1521E+14 = 0,35 <0001 1.1

Wafithin [errar] ] 16 ]

TOTAL 66.34 23

En el cuadro Ne 19 podemos observar la variabilidad que existe entre datos. Al aplicar el
ANOVA para los valores delos grados Brix obtenidos experimentalmente se observo
que la SS entre los datos fue de 66,34, con una desviacion media de 9,478 lo cual indica
que existe variabilidad entre los valores medidos para los grados Brix. Mientras que al
analizar la variabilidad de datos entre las matrices generadas en el este estudio se
observé que el factor que mayor influencia presenta sobre los grados Brix es la
concentracion de sacarosa con el 95,5%, cuya SS es de 66,37 y con una desviacion
media (MS) de 9,478, donde el valor observado fue< 0,001.
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3.3.1.1.24  Optimizacion de los grados Brix

3.3.1.1.2.4.1 Generacion de matrices

Para optimizar los grados Brix se aplicaron matrices ortogonales, las mismas que se
obtienen al aplicar el disefio de PB, donde las matrices presentan entradas marcadas con

1y -1y sus filas son completamente ortogonales.

CUADRO N°20. GENERACION DE MATRICES PARA °BRIX

5 Design Viewer - 8-run Reflected Plackett-Burman
File
Treatments Contraztz
Sa Té b oz [Ina.] A ] C D E F G
Run Sa Té t 0z [Ina.]
1 05 2h00 15 B 28000 1 1 1 1 1 1 1
2 05 2500 15 a0 12800 1 1 1 -1 -1 1 1
3 05 E25 7 a0 12800 1 -1 1 -1 1 1
4 05 E25 7 B 28000 1 -1 1 1 1 1
5 025 E25 15 B 12800 1 -1 1 1 -1 1 1
G 0.25 E25 15 3o 28000 1 -1 1 -1 1 1 1
7 025 2500 7 a0 28000 -1 1 1 -1 1 1 1
a 025 Zh00 7 B 12800 -1 1 1 1 -1 1 1
dilias: BC AC AR AE AD BD EE
CE CDE BDE BCE BCD CE CD
ABE ABD
ACD ACE

Teniendo en cuenta que la matriz A representada por la sacarosa es el factor que
mayormente influye en la variabilidad de los grados Brix se puede observar en el cuadro
Ne 20que la sacarosa (matriz A) presenta una interaccion principal con el T.F (matriz C)

y la concentracion de té (matriz B).
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3.3.1.1.2.4.2 Evaluacién de matrices: Superficies respuesta

CUADRO N°21.GRADOS BRIX vs ty [té]
Response Plot for °Brix (Avg)

Té
2500 49

47 15

625 8.4 7
0,25 05
Sa

En el cuadro Ne21 se observa que los grados Brix 6ptimos para elaborar la de BK son de

7.7, los mismos que se consigue al formular la BK con 2500ppm de té negro, 0,5M de

sacarosa y un tiempo de fermentacion de 15 dias.

3.3.1.1.3 ANOM y ANOVA para la [m.o]
Se realizo tanto el analisis de medias como el analisis de variabilidad que existen entre

datos a un nivel de significancia del 0,05%.

3.3.1.1.3.1  ANOM: Efectos de varios factores sobre la [m.o]
En el andlisis de medias se pudo observar como cada uno de los factores planteados

influyen sobren la concentracion de microorganismos.
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Efectos de la concentraciéon de sacarosa sobre la concentracién microbiana

CUADRO N°22. [m.o] vs [Sacarosa]

Main effects ANCWM for Sacarosa
LDL=1455, Mean=1588, UDL=1721

v=14.8, H=1512, alpha=0,05
2000_

18004

1600 Mean

1400

1200

Leve

En el cuadro Ne 22 se observa que la concentracion de sacarosa sobre la [m.o] tiene un
efecto negativo, ya que a mayor cantidad de sacarosa menor es la cantidad de

microorganismos presente en la B.K y viceversa.

Al hidrolizar la sacarosa se obtiene glucosa y fructosa, las mismas que son degradados
por las bacterias y levaduras a acidos organicos de baja cadena carbonada como &cido
acetico, glucoronico, lactico, y otros subproductos secundarios. Al existir una elevada
cantidad de azucar las bacterias van a estar constantemente generando dichos acidos
llegando un momento en que la cantidad de sustrato va a ser limitada y los
microorganismos van a tener que competir por el sustrato donde el mas fuerte

sobrevivira.

Al existir una constante produccion de acidos, también existe la formacién de la capa
celulésica donde los microorganismos son atrapados para formando el nuevo hijo
Kombucha. Por las razones expuestas anteriormente la cantidad de microorganismos en

la BK es baja.
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Principales efectos del tiempo de fermentacion sobre la [m.o]

CUADRO N°23. [m.o] vs TF

Main effects ANOM for Tiempo ferment
LDL=1455, Mean=1588, UDL=1721

v=148, H=1512, alpha=0,05

3000_

2500

2000

[m.o]

1500

1000 ]

500

Level

En el cuadro Ne 23 se observa que el tiempo de fermentacion posee un efecto negativo
sobre la [m.o], es decir, a mayor tiempo de fermentacion menor concentracion de
microorganismos y viceversa. A medida que la fermentacion avanza las bacterias son
atrapadas por la red celulosica para generar el hijo Kombucha, posteriormente se van

muriendo ya sea porque han cumplido con su ciclo de vida o por la falta de nutrientes.

Cuando existe una alta carga microbiana la fermentacion del azlcar se produce
rapidamente y en un tiempo mucho menor, pero va a llegar un tiempo en que la
concentracion de sustrato va a ser minima donde los m.o van a empezar a competir por
el sustrato pereciendo el mas débil. Los m.o para su desarrollo necesitan de energia
quimica ATP, la misma que es obtenida a partir del azucar, por ende a medida que la

fermentacion avanza los m.o perecen quedando reducidos a la minima cantidad posible.
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Efectos principales dela [In6] sobre la [m.o]

CUADRO N°24. [m.o] vs [In6.]

Main effects ANOM for Conc. Indculo
LOL=1455, Mean=1588, UDL=1721

v=14.8, H=1,512, alpha=0,05
1750._
w700l T T T
16501

1600

[m.o]

15501

1500

14501

En el cuadro Ne 24 se observa que la [Ind.] posee un efecto negativo sobre la
concentracion de microorganismos; es decir, a mayor concentracion de indéculo menor

es la [m.o] existentes en la B.K.

La concentracion de microorganismos es baja porque existe suficiente concentracion de
indculo para llevar a cabo la fermentacion en el menor tiempo posible, ademas a medida
que la fermentacion avanza la B.K adquiere mayor acidez y al mismo tiempo la
cantidad de sustrato cada vez es mas limitada. Por ende la concentracion de
microorganismos es baja, ya sea por la falta de nutrientes o porque los microorganismos
han cumplido con su ciclo de vida. Ademas la baja concentracion de microorganismo
puede deberse a que estos quedan atrapados en la capa de celul6sica para formar el

nuevo hijo Kombucha.



- 98-

Efectos principales dela [te] sobre la [m.o]
CUADRO N°25. [m.o] vs [t¢]
Main effects ANOM for T€ negro

LDL=1455, Mean=1588, UDL=1721
v=14,8, H=1512, alpha=0,05

1900_

1800

1700

1600 ]

[m.o]

15001

1400 4

1300

Level

En el cuadro Ne 25se observa que la [té] sobre la [m.o] tiene un efecto positivo, es decir
mientras mayor sea la cantidad de té negro mayor es la concentracion de
microorganismos. Al existir una mayor cantidad de té negro mayor va hacer la cantidad
de microorganismos ya que el té aporta los nutrientes necesarios para el desarrollo de

dichos microorganismos.

Principales efectos de los ciclos de oxigenacion sobre la [m.o]

CUADRO N°26. [m.o] vs TIEMPO DE OXIGENACION

Main effects AMOM for Ciclos de O2
LDOL=1455, Mean=1588, UDL=1721
v=148, H=1512, alpha=0,05

1750_
woo] T T T T
1650

15005

[m.o]

1550 ]

1500

st — — . LD
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En el cuadro Ne 26 se evidencia que los ciclos de oxigenacion poseen un efecto positivo
sobre la [m.o], debido a que el oxigeno inhibe la fermentacién anaerobia, por ende la

concentracion de microorganismos es alta.

3.3.1.1.3.2  Medias marginales para la [m.o]

CUADRO N°27. MEDIAS MARGINALES DE LA [m.o]

Marginal Means - Response Averages
3000_
2500_: t=7. [ma] Maan) = 2563
2000; Sa =025, [m o] Mean] = 1955 .
g‘ : 02 =80, fmo] Megl'laé:]1=51ﬁzﬁauu‘ [m.0] [Mean] = 1692
- 1500_] UZ=3U‘[W'D]W]=W1/L (] = 25000, [0l (ean) = 1485
: Sa=05,[mg [Mea;]é :1222? [m.o]'[/Mean]:mZ
1000
- t= 15, [mo] (Mean) =B07.5
500 | T T T T T T T T T 1
0,25 0,5 625 2500 7 15 30 60 12500 25000
Sa Té t 02 [InG.]
Effects

En el cuadro Ne 27 se puede apreciar como la concentracion media de microorganismos
se ve alterada a medida que es influenciada por uno de los factores. En la grafica se
observa claramente que el factor que mas afecta a la concentracion microbiana es el
tiempo de fermentacion, obteniendo una baja concentracion de microorganismos al
fermentar la bebida por 15 dias. También se puede apreciar que la concentracién de
sacarosa, la concentracion de indculo y el T.F presentan un efecto negativo sobre la
concentracion de microorganismos, es decir a mayor concentracion de estos factores

menor serd la concentracion de microorganismos.

Ademas se puede apreciar en la grafica que la concentracion de té y el tiempo de
fermentacién poseen un efecto positivo sobre la concentracion microbiana, debido a que

se ve inhibida la fermentacion anaerobia.
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3.3.1.1.33 ANOVA
En este estudio se realiz6 el ANOVA con un nivel de significancia del 0,05 % para
evaluar la variabilidad que existe entre los valores observados de la concentracion

microbiana y entre las matrices generadas.

CUADRO N°28. ANOVA

Source 55 DF kS F-ratio |-hat P-value % contrib
AMNOVA tables for Cantidad de m.o [Fesponze Averages] - Alpha level = 0,1
O ay ANOYE
Source 55 DF kS F-ratio [-hat P-value % contrib
Between 3.068E+07 74383000 w2 <0001
Wdithin [errar] 1873000 16 117500
TOTAL 3.256E+07 23

Single dearee of freedom AROYA

Source 55 DF kS F-ratio [-hat P-value % contrib
A Sa025vw 0B Téxt 02« 3238000 1 3238000 2757 ¢ -f246 <0001 9.3
B TelE2h«2800).5axtt=l 1963000 1 1963000 16,77 = h729 <0.00 E.0
C  t[fw18.5axTETéx02  2.303E+07 1 2.203E+07 1965 = 1961 <0001 0.3
D D02[30+E0).5ax[nd]Té 121100 1 121100 1.0 1421 0.325 0.4
E  [lnd][12500 26000052 257300 1 257300 219 2071 0153 0.4
F oTéxD2tz[nd]SasTéx 1276 1 1276 0.01036 14,58 0a1a 0.0
G Téex[lndltx025axTex 2018000 1 2018000 1716 # B73.6 0.0 E.2

Wfithin [error] 1873000 16 117500

TOTAL 3.256E+07 23

En el cuadro Ne 28 se observa que el factor que mayor influencia tiene sobre la
concentracion microbiana es el tiempo de fermentacion (matriz C) con un 70,9% y una
SS de 1969000. Ademas se evalud la variabilidad entre los datos experimentales de la
cantidad de microorganismos obteniendo una SS entre datos de 3,0686E07 con una MS

de 4383000 y con un valor observado < 0,001 en ambos casos.

3.3.1.1.3.4  Optimizacion de la [m.o]

3.3.1.1.3.4.1 Generacion de matrices

Para optimizarla carga microbiana de la BK, en el disefio de PB se generaron matrices

ortogonales segun el disefio de Veiwer para 8 corridas, las mismas que son valoradas

con la ayuda del software DOEpack 2000, con un nivel de significancia del 0,05%.
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CUADRO N° 29. EVALUACION DE MATRICES

£5 Design Viewer - 8-run Reflected Plackett-Burman
File
Treatrments Contrasts
Sa Té i oz lng] | A B C ] E F G
Fun Sa Te t 0z [Ina.]
1 05 2500 15 G0 28000 1 1 1 1 1 1 1
2 05 2500 15 a0 12800 1 1 1 -1 -1 1 1
3 05 E25 7 30 12500 1 -1 1 1 1 1 1
4 05 E25 7 B0 2e000 1 -1 -1 1 1 1 1
5 025 E25 15 B0 12500 A1 -1 1 1 -1 1 1
B 0.25 E25 15 30 25000 1 -1 1 -1 1 1 1
7 025 2500 7 a0 28000 A 1 -1 -1 1 1 1
8 0.25 2500 7 B0 12800 A 1 -1 1 -1 1 1
bliaz: BC BC AB AE Al BD BE
CE CDE BDE BCE BCD CE Ch
ABE ABD
ACD ACE

En el cuadro Ne 29 se puede apreciar las matrices generadas en este estudio para
optimizar la concentracion de microorganismos teniendo en cuenta que el tiempo de
fermentacion es el factor que mayormente influye sobre la concentracion de
microorganismos y al mismo tiempo se evalud la interaccion que el T.F (matriz C)

presenta con la sacarosa (matriz A) y la cantidad de té (matriz B).

3.3.1.1.3.4.2 Evaluacién de matrices: Superficies-respuesta

CUADRO N°30. [m.o] vs T.F y [T¢]

Response Plot for [m.o] (Avg)

526,7

688,3 15

Té
2500 3222

625 1915 7
0,25 05
Sa




-102-

Como se observa en cuadro Ne30, al aplicar la metodologia superficies respuesta se
logré optimizar la concentracién microbiana con un valor 6ptimo de 526,7 UFC/mL.
Esta concentracién microbiana se consigue al evaluar en conjunto la concentracion de
sacarosa, té y el tiempo de fermentacion. Para obtener una concentracion microbiana
Optima se requiere una concentracion de 2500 ppm de té negro y una concentracion 0,5

M de sacarosa dejando fermentarla bebida por 15 dias.

33114 ANOM y ANOVA para la densidad

Se realiz6 el anélisis de medias (ANOM) con la finalidad de identificar los factores que
afectan positiva 0 negativamente a la densidad; mientras que ANOVA nos permitio
valorar la variabilidad que existe tanto entre datos experimentales de cada variable

como entre las matrices generadas en el estudio de optimizacion.

3.3.1.1.41 ANOM de la densidad frente a varios factores

Para conocer los efectos principales que provocan los diferentes factores planteados

sobre las medias de la densidad se utilizo el ANOM con una significancia del 0,05 %.

Influencia de la [Sacarosa] sobre la densidad

CUADRO N° 31. DENSIDAD vs [Sa.]

Main effects ANOM for Sacarosa
LDL=1,027, Mean=1,027, UDL=1,027
v=14,8, H=1,512, alpha=0,05

1,030

1,028 |

- 1,026

1,024 |

1,022 |

1,020

Level
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En el cuadro Ne 31 se puede apreciar que la sacarosa influye positivamente sobre la
densidad; es decir, mientras mayor sea la cantidad de sacarosa en la BK mas densa sera
dicha bebida. La bebida adquiere la densidad en funcion a la cantidad de azucar que
existe en la disolucion.

Ademas la sacarosa es hidrolizada por la simbiosis de Kombucha originando glucosa y
fructosa, donde la fructosa es mucho méas dulce que glucosa. Estos azucares son los
responsables de la densidad, o sea mientras mayor cantidad de azucar exista en la
disolucion méas densa es la bebida.

Efectos principales del T.F sobre la densidad

CUADRO N°32. DENSIDAD vs TIEMPO DE FERMENTACION

Main effects ANOM for Tiempo ferment
LDL=1,027, Mean=1,027, UDL=1,027

V=148, H=1,512, alpha=0,05

1,028 ]

1,027 ]

1,026 ]

1,025

1,024

Level

En el cuadro Ne 32 se puede apreciar que el T.F influye positivamente sobre la
densidad; es decir a mayor tiempo de fermentacion mayor es la densidad y viceversa. La
densidad de la BK se debe a la cantidad de azUcar que existe en disolucidn, es asi que
mientras mayor sea el tiempo fermentativo mayor cantidad de sacarosa sera degradada
por la simbiosis de Kombucha originando como productos glucosa y fructosa, que al

existir en altas concentraciones elevan la densidad.

A los 7 dias de fermentacion notamos que la sacarosa no ha sido degradada totalmente,

por lo tanto la densidad es baja ya que al dejar que la fermentacion transcurra durante
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15 dias se nota que existe mayor cantidad de sacarosa degradada por ende la densidad
de la bebida aumenta.

Influencia de la [Ind.] sobre la densidad

CUADRO N°33. DENSIDAD vs CONCENTRACION DE INOCULO

Main effects ANOM for Conc. Indculo
LDL=1,027, Mean=1,027, UDL=1,027
v=14,8 H=1512, alpha=005

1,0280 4

1,0275 1

1,0270

1,0265 1

1,0260 4

1,0255 1

1,0250

12500 25000
Level

En el cuadro Ne 33 se observa que la concentracion de indculo influye negativamente
sobre la densidad, es decir, a mayor concentracion de indculo menor es la densidad.
Este decrecimiento de la densidad se debe a que los m.o han transformado la mayor
cantidad de azucar en sus metabolitos secundarios correspondientes, existiendo una baja
concentracion de azlcar. Ademas los m.o utilizan el azlOcar para obtener energia

quimica ATP para llevar a cabo su ciclo metabolico.

Una vez que la sacarosa ha sido transformada a glucosa y fructosa, estos azlcares a
medida que avanza la fermentacion son consumidos tanto por las levaduras como por

las bacterias generando los metabolitos propios de la fermentacion del Kombucha.

Por ejemplo la glucosa es transformada por las levaduras en etanol y CO, y a su vez el
etanol es oxidado por las bacterias acéticas a acido acético. Por lo tanto en la BK existe

una baja concentracion de azucares en disolucion, razon por la cual la densidad decrece.
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Efecto principal de la [té] sobre la densidad

CUADRO N° 34. DENSIDAD vs [T¢]

Main effects ANOM for Té negro
LOL=1,027, Mean=1,027 UDL=1,027
v=148 H=1512, alpha=0,05

1,0271 1
1,0270 1
1,0269 1
1,0268 1
1,0267 1

1,0266 1

1,0265 1

1,0264

625 2500
Level

En el cuadro Ne 34 se observa que la [Té] influye negativamente en la densidad, es
decir, mientras mayor cantidad de té negro exista en la disolucion menor es la densidad
de la BK. Esto se debe a que el té posee gran cantidad de fenolasas, responsable de la
oxidacion de algunos polifenoles, razon por la cual aumenta la degradacion de los

azucares y por ende la densidad decrece.

Efecto principal de los ciclos de oxigenacion sobre la densidad

CUADRO N°35. DENSIDAD vs CICLOS DE OXIGENACION

Main effects ANOM for Ciclos de O2
LDL=1,027, Mean=1,027, UDL=1,027
v=14,8, H=1,512, alpha=0,05

11,0275

o 1,0270]

1,0265_

1,0260

30 60
Level
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Como se puede observar en el cuadro Ne. 35, los ciclos de oxigenacion afectan
negativamente a la densidad; es decir, mientras mayor sea el tiempo de oxigenacion

menor es la densidad de la bebida.

El oxigeno inhibe la fermentacion anaerobia, razon por la cual la sacarosa no se
degrada completamente ya que solo se estd produciendo la fermentacién aerdbica

provocando un decrecimiento en la densidad.

3.3.1.1.42  Medias marginales.
Las medias marginales nos muestran en conjunto como cada uno de los factores

influyen sobre la densidad.

CUADRO N° 36. MEDIAS MARGINALES PARA LA DENSIDAD

Marginal Means - Response Averages
Sa=05 d[Mean)=1032
1,030_|
- t=15, d[Mean] = 1,023
[Iné.] = 12500, d (Mean] = 1,028
1 ,028_ 02 =130, d[Mean] = 1,028
Té =625, d [Mean) = 1,027
o 1,0267 EIZ:EI],d[M—aan]:T,[IZE
[Iné.] = 25I][IEI,£_[Mear\] =102
- t=7. d[Mean) =1.025
[}
1,024_|
1’0227 Sazn,zs,d[M‘ean]:anz
1’020 T T T T T T T T T 1
0,25 0,5 625 2500 7 15 30 60 12500 25000
Sa Té t 02 [Ino.]
Effects

En el cuadro Ne. 36 se puede observar como los factores influencian en una respuesta,
en este caso sobre la densidad. Cada factor se evalGa por niveles obteniendo medias de
densidad diferentes en cada nivel de los factores planteados, ademas se nota que el
factor que mayormente influye en la densidad es la sacarosa con una concentracion de
0,5M.
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También se observa que la sacarosa y el tiempo de fermentacion poseen un efecto
positivo sobre la densidad, mientras que la concentracién de té, la concentracion de
microorganismos y el tiempo de fermentacion posee un efecto negativo sobre la
densidad. Al existir una mayor concentracion de té, de microorganismos y al ser un
tiempo mayor de fermentacion va a existir una baja concentracion de azlcares por tal

razén la densidad es baja.

3.3.1.1.4.3 ANOVA
CUADRO N° 37. ANOVA

Source 55 DF S F-ratio I-hat P-value % contrib
AMOVA tables for Densidad [Response Averages] - Alpha level = 0,05
Ore-wfayn AN OWVE

Source 55 DF M5 F-ratio |-hat P-value % contrib

Between 0.0009176 ¢ 00001311 484 = £0.001

Within [ermar] ] 16 ]

TOTAL 0.0009219 23
Single degree aof freedom ARNOYA

Source 55 DF S F-ratio I-hat P-walue % contrib
A Sa[025v 05, Téext02x 00005281 1 00005881 2171 = 00099 <0,001 E3.8
B Te[B2bw2B00)Santtxl 1] 1 0 10,34 * 00006933 0,005 0.0
C  t[Fv15.5axTE&Tex02 00000952 1 00000352 3515 ¢ 0003333 <0,001 10,3
0 D2[30wE0)Sax(no]Te 1.262E-05 1 1.262E-05 46,58 = -0,00145 <000 1.4
E  [Ina]12500 25000052 4.874E-05 1 4874E-05 180 = -0,00285 <000 5.3
F o TéwO2tx[nd]5a=Téx 00001561 1 00001561 5762 ® -0.0051 <0001 1E.9
G Téx[né]t=025a=Téx 1.411E-05 1 1.411E-05 5209 * 0001533 <0,001 1.5

Within [error] 1] 16 ]

TOTAL 0.0009219 23

En el cuadro Ne 37 se observa la variabilidad que existe entre los valores experimentales
de la densidad como también se evaluo la variabilidad que se presenta entre las matrices
generadas en el estudio. Entre los valores experimentales de la densidad se obtiene una
SS de 0,0009176, con una desviacion (MS) entre medias de 0,0001311 y con un valor
observado < 0,001.

La matriz que mayor variabilidad produce sobre la densidad es la sacarosa (matriz A)
con 63,8%, cuya SS y MS es de 0,0005881 con un valor observado < 0,001



- 108-

3.3.1.1.44  Optimizacion de la densidad
Para la optimizacion de la densidad se aplicd la metodologia superficies respuesta que

se basa en el uso de matrices ortogonales.

3.3.1.1.4.4.1 Generacion de matrices

Mediante el uso del programa DOEpack 2000 y haciendo uso de los disefios de PB que
se encuentran comprendidos en dicho programa se logré obtener siete matrices
mediante el disefio de Veiwer- 8 corridas reflejadas en PB, las mismas que nos permiten
encontrar el valor 6ptimo dentro de los ocho ensayos propuestos.

CUADRO N°38. GENERACION DE MATRICES

i} Design Viewer - 8-run Reflected Plackett-Burman
File
Treatments Contrazts
S5a Té t 0z [lha] |A B C D E F G
Run S5a Té t (e [Ing.]
1 05 2500 15 B0 25000 1 1 1 1 1 1 1
2 05 2500 15 a0 12800 1 1 1 -1 -1 1 1
3 05 B25 7 a0 12500 1 1 -1 1 -1 1 1
4 05 B25 7 E0 25000 1 1 -1 1 1 1 1
5 0,25 B25 15 E0 12500 A1 1 1 1 -1 1 1
E 0,25 B25 15 a0 25000 A1 1 1 1 1 1 1
7 0,25 2500 7 a0 25000 A 1 1 1 1 1 1
8 0,25 00 7 1] 12800 -1 1 1 1 1 1 1
dliaz.  BC AL 4B BE &0 BD BE
DE CDE BDE BCE BCD CE CD
ABE ABD
ALCD ACE

Conociendo que la concentracion de sacarosa (matriz A) es el factor que mayor
variabilidad presenta en la densidad, en el cuadro Ne 36 se puede apreciar que dicha
matriz presenta una interaccion principal con las matrices B ([té] y C (T.F), ademas
cada una de las matrices en los distintos ensayos se encuentran representadas como 1 o -
1. También se observan que las interacciones de cada matriz se encuentran distribuidas

en funcion a la importancia.
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Para optimizar la densidad a mas de la concentracién de la sacarosa se debe tomar en
cuenta tanto el T.F como la concentracion de té ya que de estos factores se depende para

obtener un valor éptimo de la densidad.

3.3.1.1.4.4.2 Evaluacién de las matrices: Superficies respuesta

Al aplicar la metodologia superficies respuesta se obtiene matrices ortogonales que son

muy Utiles para optimizar la densidad.

CUADRO N° 39. EVALUACION DE MATRICES
Response Plot for d (Avg)

1,033

1,024 15

Te
2500 1,02

625 1,03 7
0,25 0,5
Sa

En el cuadroNe 39 se evaluaron conjuntamente las matrices A, B y C obteniendo un
valor 6ptimo para la densidad de 1,033. Este valor se obtiene al elaborar una BK con

2500ppm de té, 0,5M de sacarosa dejando fermentar por 15 dias.

3.3.1.1.5 ANOM y ANOVA para evaluar el 1o

Ambos parametros se realizé con un nivel de significancia del 0,05%.
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3.3.1.151 ANOM parael Ia
Se realiz6 el ANOM para observar como los factores planteados el en cuadro Ne

linfluyen sobre el Ia.

Efectos de la concentracion de Sacarosa sobre el indice de acidez

CUADRO N° 40. INDICE DE ACIDEZ vs [Sa.]

Main effects ANOM for Sacarosa
LOL=0,126, Mean=0,1303, UDL=0,1345

v=148, H=1,512, alpha=0,05

D,‘M-D_:
0.1 35_:

0.1 30_:

A

0,125 ]

0.1 20_:

0,115

025 0,5
Lewvel

En el cuadro Ne. 40 se puede observar que la concentracion de sacarosa tiene un efecto
positivo sobre el indice de acidez; es decir mientras mayor cantidad de sustrato exista

mayor sera la produccion de acidos organicos, por ende el indice de acidez incrementa.

Si existe una alta concentracion de sacarosa los microorganismos presentes en la
Kombucha se encargan de hidrolizarla generando glucosa y fructosa, a la vez estos
azucares resultantes son utilizados por las bacterias y levaduras generando otros
subproductos. En el caso de las levaduras estas utilizan la glucosa para producir etanol y
CO2, que a vez el etanol es oxidado a &cido acético por las bacterias acéticas
(Acetobacter) mientras que las bacterias acido lacticas actuan sobre el etanol y el &cido
acetico produciendo acido lactico, ademas las bacterias acéticas convierten la glucosa en
acido glucoronico y la fructosa en acido acético. Por estas razones la bebida posee un

elevado indice de acidez.
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Influencia del T.F sobre el indice de acidez

CUADRO N° 41. INDICE DE ACIDEZ vs TIEMPO DE FERMENTACION

Main effects ANOM for Tiempo ferment
LDL=0,126, Mean=0,1303, UDL=0,1345
v=14,8, H=1,512, alpha=0,05

LA

7 15
Level

La Kombucha es una simbiosis de bacterias y levaduras capaces de transforma el azucar
a compuestos organicos de bajo peso molecular, es asi que a medida que la

fermentacion avanza el Ia se eleva, existiendo una relacion directamente proporcional.

Como se puede apreciar en el cuadro Ne 41, el T.F influye positivamente sobre el I, es
decir, a mayor T.F mayor es el I, esto nos indica que a mayor tiempo fermentacion

mayor es la cantidad de &cidos organicos producidos, razon por la cual el 1 se eleva.

Influencia de la [Ind.] sobre el 1

CUADRO N° 42. I vs [In6.]

Main effects ANOM for Conc. Indculo
LDL=0,1108, Mean=0,1204, UDL=0,13
v=148, H=1512, alpha=0,05

0,135
0,130
0,125

01204

[

0,115
0,110

0,105

0,100

12500 25000
Level
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En el cuadro Ne 42 se observa que la concentracion de indculo posee un efecto positivo
sobre el indice de acidez, es decir, a mayor [In6.] mayor es el Ia. Mientras mayor carga
microbiana existente méas efectivo serd el proceso fermentativo, obteniéndose como
productos &cidos organicos de bajo peso molecular. Dentro de los principales acidos
generados tenemos: &cido acético, lactico, glucoronico, H.COs, etc., los mismos que son
responsables del sabor y aroma caracteristica de la BK.

Efectos principales dela [té] sobre el 1a

CUADRO N° 43, 15 Vs [té]

Main effects ANOM for Té negro
LOL=0,126, Mean=0,1303, UDL=01345
v=14 8 H=1512, alpha=0,05

LA

625 2500
Level

Al observar el cuadro Ne 43, se nota que la concentracion de té negro influye
positivamente en el I, ya que a mayor [t&] mayor es indice de acidez. Al existir una
mayor [té] en la disolucion mayor sera el desdoblamiento de la glucosa porque el té
negro posee una elevada cantidad de enzimas fenolasas responsables de la oxidacion de

polifenoles, lo cual permite que la glucosa sea facilmente degradada.

El té negro aporta los nutrientes necesarios para el desarrollo de los microorganismos,
mientras que el aztcar por medio de la fermentacion es transformada a compuestos
organicos de bajo peso molecular, entre ellos los acidos: acético, lactico, glucoronico,
etc., que son los responsables de la acidez de la BK. Al existir una alta concentracion de

acidos el 14 se eleva.
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Efectos principales los ciclos de Oz sobre el 1

CUADRO N° 44, 1avs TIEMPO DE OXIGENACION

Main effects ANOM for Ciclos de O2
LOL=0,1108, Mean=0,1204, UDL=0,13
v="14,8, H=1,512, alpha=0,05

0,130] upDL

0,125]

LA

0,120

0,115]

fmmr=————-—————

Se nota claramente en el cuadro Ne 44 que la oxigenacion influye positivamente sobre el
I, esto quiere decir que mientras mayor sea el tiempo de oxigenacion mayor sera el lay
viceversa. El oxigeno inhibe la fermentacion anaerobia, pero no asi la fermentacion
aerobica, tal es el caso de las bacterias acéticas que utilizan el oxigeno para oxidar el
etanol a &cido acético. Ademas en la fermentacion aerobia se producen &cidos organicos

de baja cadena carbonada razon por la cual el indice de acidez es alto.

3.3.1.1.5.2  Medias marginales

Esta prueba se realizo para ver como las medias del 14 varian frente a varios factores.
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CUADRO N° 45. MEDIAS MARGINALES PARAEL Ia

Marginal Means - Response Averages

t=15, 14 (Mean] = 0,1778

0 ’ 16 Té = 2600, LA [Mean) = 01564 [Ind.] = 25000, 1.5 [Mean] = 0,1549
| 505 1A Mean) = 01446 02 =60, 1.4 Mean] = 01425
0,14
< _
0’ 12| Sa=0.25 |.A2ftean] =0,116 02=30.1.5 [M.aan] =01173
7 T (T s (6. =12500. . Meari = 0.1056
0,10
1= 7,14 Mean) = 008268
0’08 T T T T T T T T T 1
0,25 0,5 625 2500 7 15 30 60 12500 25000
Sa Te t 02 [IN6.]
Effects

En el cuadro Ne 45 se observa como las medias del 14 van variando en cada uno de los
factores planteados a medida que se produce la fermentacion. Ademas se puede apreciar
que la concentracion de sacarosa, té, inoculo, tiempo de oxigenacion y el tiempo de
fermentacion presentan un valor positivo, es decir, mientras mayor sea la cantidad de
dichos factores mayor sera el indice de acidez debido a la presencia de acidos generados

en la fermentacién del Kombucha.

3.3.1.15.3  Anadlisis estadistico ANOVA parael Ia

Se realiz6 el ANOVA para analizar la variabilidad que existe tanto entre datos

experimentales del Iacomo entre las matrices generadas en el estudio.
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CUADRO N° 46. ANOVA

Source 55 DF k5 F-ratio [-hat P-value % contrb
AMOYVA tables for Acidez titulable [Response Averages) - Alpha level = 0,05
Ore-aday ANOVA
Source 55 DF S F-ratio [-hat P-value % contrib
Between 01041 ¥ 0maay 161.7 # <0.0Mm
Wafithin [error) 0,007471 16 9.134E-05
TOTAL 0,1055 23

Single degree of freedom AN

Source 55 DF S F-ratio [-hat P-value % contrib
A Sa25w05LTéwt02x 0,004311 1 0004911 TR N 002861 <0,001 47
B Te[B25v2500)Santixnl 001636 1 001636 173 = 005222 <0001 185
C t[fw1585anTeTen02 005433 1 005433 591 = 009516 <0,001 A15
D 02[30vE0.5ax([Ina].Té 0003663 1 0003663 2984 = 002471 <0001 35
E  [Ind] (12500 25000]5a » 0.071453 1 0,01453 158 * 004321 <0.001 138
FoTesnO2tu[nd)SanTéx 001025 1 001025 115 # 004132 <0001 9.7
G Téu[lna]ts025axTan 2583E-05 1 Z583E-05 0281 -0.002075 0603 n.a

Wdithin [errar] 00071471 16 9.134E-05

TOTAL 01055 23

Como se puede observar en el cuadro Ne 46, al aplicar ANOVA a las tablas del Ia se
obtuvo una SS de 0,05562, con una SM de 0,007946 y un valor observado de 0,003 con
una MS = 0,007946 y con un valor observado de 0,003

La matriz que mayormente influye sobre el 1 a fue la tiempo de fermentacion (matriz C),
contribuyendo al cambio con el 42,8%, cuya SS es de 0,03419, con una MS de 0,03419

en una proporcion (F-ratio) de 22,52 y con un valor observado menor a 0,001.

3.3.1.1.5.4  Optimizacion del Indice de acidez.

Para realizar la optimizacion del Ia se plantearon siete matrices, las mismas que fueron

evaluadas mediante la metodologia superficies respuesta.

3.3.1.1.5.4.1 Generacion de matrices para optimizar el Ia
Mediante el disefio de Veiwer para 8 ensayos reflejados en el disefio de PB se logré
obtener siete matrices las mismas que se evaluaron mediante la metodologia superficies

repuesta para obtener un Ia éptimo.
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CUADRO N°47. GENERACION DE MATRICES

5 Design Viewer - 8-run Reflected Plackett-Burman I
File
Treatments Contrasts
Sa Té b 0z [Iné.] & B C 0] E F G
Run Sa Te t 0z [Ind.]
1 05 2500 15 B0 25000 1 1 1 1 1 1 1
2 05 2500 15 a0 12500 1 1 1 -1 -1 1 1
3 0.5 E25 7 a0 12500 1 -1 -1 1 1 1
4 0.5 E25 7 0 25000 1 -1 1 1 1 1
5 0.25 E2h 15 B0 12500 A1 -1 1 1 -1 1 1
E 0.25 E2h 15 a0 28000 A -1 1 1 1 1 1
7 0.25 2500 7 a0 28000 A 1 1 1 1 1 1
a 0.25 2500 7 B0 12500 A 1 1 1 -1 1 1
Aliag: BLC AC AR AE A BD BE
DE COE BDE BCE BLCD CE (]
ABE ABD
ACD ACE

Al ser la sacarosa el factor que mayormente influye en el la, el cuadro Ne 47se puede
apreciar que este factor presento interaccion con la concentracion de té (matriz B) y el

tiempo de fermentacion (matriz C).

3.3.1.1.5.4.2 Evaluacién de matrices (superficies respuesta)

Haciendo uso de las matrices que influyeron en el 1a se procedid a optimizar el la.

CUADRO N° 48. DENSIDAD vs TF Y [Sa]
Response Plot for LA (Avg)

02182

Té
2500 009448

625 0,07087 7
0,25 05
Sa
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En el cuadro Ne 48 se observa claramente que el 1 optimizado fue 0.22%, el mismo que
se consigue al evaluar la interaccion que presenta la matriz C (T.F) con las matrices AB
([Sa.] y [te]), el mismo que se obtiene al preparar una B.K con una concentracion de
2500 ppm de té negro a una concentracion 0,5 M de sacarosa y con un tiempo de
fermentacién de 15 dias.

3.3.1.1.6 Determinacién de vitamina C

La lectura del estandar de vitamina C fue de 2.933, por lo tanto todas las muestras que
contengan Vitamina C deberan estar dentro en este pico.

Al realizar la lectura de cada uno de los 8 ensayos formulados se determind que en
ninguna muestra existié vitamina C ya que la vitamina C es facilmente degradable por
la presencia de oxigeno. VER ANEXO 13

3.2 EVALUACION DE LA BEBIDA OPTIMIZADA.

3.2.1 Tamizaje fitoquimico
Se realizé el tamizaje fitoquimico con el objetivo de conocer los grupos fitoquimicos

presentes en la bebida fermentada. Esta es una prueba cualitativa de mucha utilidad.

CUADRO N° 49. TAMIZAJE FITOQUIMICO

Prueba Resultados Discusién

Identificacion de Aparentemente negativo ya que  Se encuentran presentes en minimas cantidades ya que
azlcares reductores no aparece el color rojo no se observd la presencia del precipitado azul, pero si

caracteristico. existe un cambio de color de la muestra que cambia de
amarillo traslucido a amarillo fuerte y con micelas de
color amarillo.

Se encuentran en minimas cantidades ya que los m.o
presentes en la Kombucha a medida que avanza la
fermentacion han degradado la mayor cantidad de
azlcar generando compuestos organicos de baja cadena
carbonada como por ejemplo &cido lactico, acético,
glucoroénico, etc.

Por esta razon la cantidad de azlcares reductores es
baja.
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CONTINUACION......

Saponinas Positivo Se determina la prueba como positiva por la formacion
¥ de espuma, ya que las saponinas son componentes
propios del té negro.

Cloruro Férrico Positivo Pasa de color amarillo tenue a verde obscuro por lo
tanto existe flavonoides. Los flavonoides son
antioxidantes importantes que inhiben parcialmente el
estrés oxidativo de las células.

Shinoda ' Positivo Presencia de flavonoides de tipo catequinicos.

Ninhidrina Cualitativamente se determind que no existen
aminodcidos o se encuentran en minima cantidad, para
lo cual seria necesario realizar su cuantificacion

mediante HPLC.
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3.2.2 Andlisis organoléptico
Es un andlisis de suma importancia y de mucha utilidad ya que determina la calidad de
BK. Este andlisis se realiz6 mediante evaluacion sensorial de los pardmetros descritos

en el cuadro Ne 50.

CUADRO N° 50. ANALISIS ORGANOLEPTICO

Paradmetros Resultados Discusiones

Sabor Dulce ligeramente avinagrada Es el sabor caracteristico de la BK debido a la
presencia de acidos organicos de cadena carbonada
corta como A&cido acético, lactico, glucordnico,
carbonico, etc. Ademas el &cido carbonico es el
responsable del burbujeo de la bebida.

Olor Ligeramente acido Por la presencia de acidos organicos como también
por la cantidad de azlcares que existen en
disolucién ya que a medida que transcurre el
tiempo de fermentacion va acentuando su olor

acido.
Color Amarillo trasltcido, con presencia ~ Amarillo traslicido que se va opacando a medida
de espuma debido aque enlaB:K que la fermentacion avanza, ya que existe mayor
existe CO2 concentracion de acidos, por lo tanto el Ia se eleva

produciendo una BK de color amarillo opaco.

También existe presencia de CO2 que se encuentra
en forma Aacido carbdnico, el mismo que es
responsable del sabor caracteristico de la BK

Aspecto Liquido pegajoso con presencia Es pegajoso por la presencia de azlcares, ademas el
CO:z le proporciona el sabor caracteristico de la BK.

3.2.3 Analisis fisicoquimico

Se evaluaron los parametros planteados en el cuadro Ne 50 con finalidad de determinar

la calidad del producto.
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CUADRO N° 51. ANALISIS FISICOQUIMICO

Parametro

Resultado

Discusion

pH

° Brix

Densidad

3.510,1

El pH déptimo obtenido mediante la metodologia
superficies respuesta fue 3.06

La BK preparada con la formulacién optimizada
presentd un pH de 3.5 muy cercano al pH 6ptimo.

La BK parti6 con un pH inicial de 3.75 que luego de a
ver transcurrido los 15 dias de fermentacion presento
un pH de 3.5, el mismo que indica que existe mayor
cantidad de acidos razén por la cual el valor del pH se
reduce.

El 1 6ptimo que se obtuvo fue 0.22%

La acidez se reporta en acido glucorénico, ya que es el
principal componente terapéutico de la BK.

La BK parti6 con un indice de acidez de 0.1067
obtenido luego de la fermentacién un Ia de0.39%; lo
cual inca que una cantidad considerable de azlcar ha
sido degradada por los microorganismos presentes en
la BK.

El valor optimo encontrado aplicando la
metodologia superficies respuesta fue de ° Brix=
7.7

Los grados Brix obtenidos en la BK elaborada con la
formulacion optimizada fueron de 8.2, lo que quiere
decir que 8.2 g de azlcar existe en 100 mL de
disolucion.

La BK inicialmente posee 8 °Brix que transcurrido los
15 dias del proceso fermentativo present6 8.2 °Brix.
Esta proporcion nos indica que existe una cantidad
considerable de azlcar sin degradarse y si la
fermentacion continda esta cantidad de azdcar serd
baja.

Valor 6ptimo= 1.033

El producto optimizado presentd una densidad de
1.1780 debido a que existe una cantidad considerable
de azUcar en disolucion.
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3.2.4 Analisis Complementario

CUADRO N°52. PRUEBAS CUANTITATIVAS

Prueba Resultado Discusion
Az(cares totales 7.2 Es la cantidad de carbohidratos presentes en la bebida.
AzUcares reductores 15 Nos indican la presencia de azlcares monosacaridos
como la glucosa, fructosa, etc.
Es de suma importancia en alimentos ya que estos
azlcares junto con las proteinas producen la reaccion
de Maillard. Los productos mayoritarios de esta
reaccion son los responsables del sabor y del aroma de
los alimentos.
Azlcares no 5,7 Se obtiene de la diferencia entre azlcares totales y
reductores azUcares reductores

No existe vitamina C en la
muestra.

Determinacion de
Vitamina C

No existe Vitamina C en la bebida debido a que es
facilmente degradable por el oxigeno.

3.2.5 Analisis Microbioldgico

El recuento en placa es el método mas utilizado para la determinacion del nimero de

células viables o0 UFC en un alimento. El analisis microbioldgico se realizd con el

objetivo de valorar la calidad sanitaria que la BK presenta.

Es importante tener en cuenta que en productos fermentados para valorar la calidad

sanitaria no sirven los aerobios mesofilos por tal razon se debe tomar en cuenta las

levaduras.
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CUADRO N° 53. ANALISIS MICROBIOLOGICO

DISCUSION

RECUENTO RESULTADO
Aerobios mesdfilos 960 UFC/mL
Colonias blancas cremosas,
redondeadas

Para el recuento de estos microorganismos se
utiliz6 PCA; en dicho recuento se estima la
microflora total sin especificar el tipo de
microorganismos.

Coliformes Ausencia de Coliformes

MacConkey es un medio selectivo para E.coli,
principal microorganismo presente en los alimentos
producto de contaminacion de los mismos. Al
realizar el andlisis se determiné que no existe
crecimiento alguno de dicho patégeno en el
producto elaborado, por lo tanto el producto
elaborado es de buena calidad.

Mohos y levaduras - 700UFC/mL

Se notd el crecieron levaduras, las colonias son
blancas cremosas irregulares, de aspecto rugoso.

Como grupo indicador son Utiles para evidenciar el
grado general de contaminacién cuando los
mesofilos aerobios no son (tiles, como en
alimentos fermentados.

3.2.6 Identificacion de los microorganismos presentes en la BK

TINCION GRAM

Esta prueba se realizé con el objetivo de determinar qué tipo de microorganismos se

encuentran presentes en la BK. Para ello se realizd una tincion Gram de las colonias que

crecieron en PCA y también se realizé una tincidn Gram en fresco de la BK; las mismas

que al observar al microscopio se determind que en su mayoria son levaduras. Dichas

levaduras se observaron campo lleno con el

lente de 100x, estas se tifien de color

violeta, son convexas con los bordes bien definidos (lisos).
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CUADRO N° 54, TINCION GRAM

Tincion Gram en fresco Tincion Gram en fresco de los m.o que crecieron en PCA

Presencia de levaduras

3.2.7 CAPACIDAD PROBIOTICA: EVALUACION “in vitro”

3.2.7.1 Tolerancia al pH

Los microorganismos presentaron tolerancia a pH= 4,9 obteniéndose 17900 UFC/mL,
Dicha tolerancia se debe a que varias levaduras en presencia de oxigeno pueden utilizar
acidos organicos de baja cadena carbonada como fuente de energia; tal es el caso de la
levadura Saccharomyces cereviseae que en presencia de oxigeno pueden utilizar el
acido acético y lactico como fuente de carbono mediante el uso de vias anabdlicas,
enzimas y mecanismo de transporte especificos. Una vez que hayan ingresado al interior
de la célula dichos &cidos producen acidificacion del citoplasma y para mantener los
valores adecuados dentro del rango 6ptimo del metabolismo las levaduras expulsan
protones a expensas de ATP, lo cual disminuye el consumo de glucosa generandose un
aumento del pH intracelular, permitiendo asi a la levaduras resistir pH de amplio rango
de 2,4 a 8,6. VER CUADRO 55
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3.2.7.2 Resistencia a la simulacion de los jugos gastrico y pancreatico.

Los microorganismos resisten a la simulacién del jugo gastrico a pH 2,73; esta
resistencia se debe a que varios microorganismos utilizan los acidos orgénicos de
cadena carbonada corta como fuente de energia. Una vez que los &cidos hayan
ingresado al interior de la célula producen acidificacién citoplasmética la misma que es
equilibrada mediante la liberacion de protones a expensas de ATP lo cual disminuye el

consumo de glucosa produciendo un aumento en pH intracelular. VER CUADRO 55

3.2.7.3 Resistencia a las sales biliares.

Los microorganismos resisten a esta barrera natural debido a que son capaces de hidrolizar las
sales biliares originando a los acidos biliares como producto de excrecion, por ende obligan al

colesterol a la sintesis de nuevos acidos biliares VER CUADRO 55.

Por ejemplo algunos microorganismos como el Lactobacillus spp, posee enzimas
hidrolasa (BSH), que producen la deconjugacion de las sales biliares, hidrolizan el
enlace amina liberando glicina y taurina de la base esteroide, mecanismo por el cual

pueden resistir concentraciones de sales biliares en pruebas in vitro
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CUADRO N° 55, EFECTO PROBIOTICO. PRUEBAS *"'in vitro"

PRUEBAS RESULTADO

DISCUSION

Tolerancia al pH
A pH 4,9se obtuvieron 17920
pH=4,9 UFC/mL

Los  microorganismos en  estudio
resistieron a pH de 4.9 debido a que
poseen mecanismos propios de defensa.

En en 90 min se obtuvieron
30UFC/mL.

Resistencia a la simulacién del
jugo gastrico.

pH=2,7 En 3h crecieron 100UFC/mL.

Los microorganismos resistieron a pH
2,7.

Se noté que mientras mayor tiempo este
en contacto la B.K con la simulacion del
jugo gastrico mayor cantidad de
microorganismos crecen en el agar PCA.

En el estomago va a suceder lo mismo ya
que el estbmago para su vaciamiento
gastrico tarda 90 minutos, razon por la
cual existe mayor crecimiento de
microorganismos a los 90 minutos.

Las colonias son redondas, blancas
cremosas de aspecto liso.




-126-

CONTINUACION......

Resistencia a la simulacién del

Ninguna colonia en 90 minutos
jugo pancreatico. .

—

pH=8,2

No existio presencia de microorganismos
ya que estos requieren mayor tiempo para
adaptarse a las condiciones del medio.

En el organismo humano va a suceder lo
mismo, a los 90 minutos no va a existir
crecimiento de microorganismos ya que
se requiere de 3 a 4 horas para que los
alimentos lleguen al intestino y sean
absorbidos.

La bebida en estudio demostro resistencia
a la simulacién del jugo pancreético a las
3horas. Se observé que mientras mas
tiempo transcurra  mas  resistencia
bacteriana existe.

Las colonias presentes en el medio son
redondas blanquecinas, cremosas de
aspecto liso.

Tolerancia a las sales biliares Sales Biliares [0,3%]
6200 UFC/mL

Sales Biliares [0,6%6]
1420 UFC/mL

Mientras menor sea la concentracion de
sales biliares mayor cantidad de m.o
resisten a su presencia ya que estds a
elevadas concentraciones son toxicas.

Las colonias son redondas de color
amarillo palido de aspecto liso cremosas.
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3.2.7.4 Reduccion del colesterol en presencia de sales biliares.

En el cuadro Ne 56 se nota que los m.o presentes en la BK redujeron los niveles de
colesterol, esta reduccion puede deberse a que algunos m.o tienen la capacidad de
incorporar a la membrana o adherir colesterol a la superficie, reduciendo de esta forma

la disponibilidad del mismo.

Se puede decir que la disminucién de colesterol en los medios de cultivo es secundaria a
la precipitacion del colesterol con &cidos biliares libres formados por las hidrolasas de
los m.o. Ademas los m.o probidticos pueden disminuir el colesterol por una parte
utilizando el colesterol para su propio metabolismo y por otro alteran la actividad de
hidrolasas, enzimas responsables de la desconjugacion de las sales biliares, lo que hace

que no puedan ser reabsorbidas por el intestino y se eliminen con las heces.

CUADRO N° 56. REDUCCION DEL COLESTEROL EN PRESENCIA DE SB

Descripcion Lectura del colesterol antes de Lectura del colesterol después de la
P incubar incubacion
Estandar 40,9 mg/dL 16,6 mg/dL
Muestra 35,6 mg/dL 10,3 mg/dL
Porcentaje de la reduccion de colesterol
Estandar
40,9 — 100%
166 — * x
x = 40.6% x = (40.6 — 28.9)%
Muestra
x=11.7%

35.6 — 100%

103 —* x

x = 28.9%
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3.2.7.5 Actividad de la BK frente a varios patégenos

Para realizar esta prueba se escogieron dos m.o Gram positivos y dos m.o Gram
negativos, con el objetivo de determinar la actividad antimicrobiana que poseen los

compuestos de la B.K frente a estos patdgenos. Las bacterias que se escogieron fueron:

» Candida spp., son levaduras Gram positivas.

» Staphylococcus aureus es una bacteria anaerobia facultativa, Gram positiva. Se
escogio esta bacteria debido a que en los alimentos es una bacteria contaminante
debido a la mala manipulacion de los mismos; ademas puede causar intoxicacion
alimentaria en humanos.

» Salmonella gallinarum es una bacteria Gram negativa capaz de producir
infecciones intestinales. Esta bacteria es propia de las aves, en los alimentos es
producto de contaminacion debido a que en los huevos de las gallinas existe
pequefios residuos de heces fecales.

» Escherichia coli es una enterobacteria Gram negativa, coliforme utilizado como
indicador de contaminacion fecal en productos de procedencia vegetal o animal

incluyendo el agua.

Se escogieron estas bacterias porque son los focos mas comunes de contaminacion ya
sea por la mala manipulacién de los alimentos, por la mala potabilizacidén del agua o por

la contaminacion de propio ambiente.

Tras haber cumplido dichos m.o con el tiempo de incubacion, se pudo apreciar que
existe crecimiento de Salmonella gallinarum y Candida por la presencia de turbidez en
los tubos inoculados con dichos patdgenos, mientras que en los tubos inoculados con S.

aureus y E. coli no existié turbidez.
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CUADRO N° 57. PATOGENOS TRAS LAS 24 HORAS DE INCUBACION.

Inoculacién de patégenos en la bebida

-

79
722

Es conocido que los probidticos producen sustancias antimicrobianas como acido
lactico, acético y otros &cidos de cadena corta, peroxido de hidrégeno, diacetilo y
bacteriocinas que aumentan la resistencia a la colonizacion, estimulan la produccion de
inmunoglobulinas e inhiben el crecimiento de patdgenos; por lo tanto la bebida de
Kombucha es util frente a S. aureus y E. coli mientras que la BK no es util frente a
Salmonella gallinarum y Candida porque se necesita de una flora saprofita mayor para
evitar el crecimiento de dichos m.o. VER CUADRO Ne 58.
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CUADRO N° 58. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA BK

PATOGENO RESULTADO DISCUSION

S. aureus No crecid S. aureus en su agar
selectivo, manitol.

Con este resultado se noté que la bebida es un
potencial probidtico, ya que inhibe el crecimiento de
S. aureus.

En este caso el manitol acenttia su coloracion, pasando
de rosado a rojo debido al cambio de pH que sufre por
la adicion de la B.K inoculada con dicho m.o; este
cambio de pH del medio se debe a la acidez que posee
la bebida

Fobtets .

E. coli En MacConkey, medio selectivo
para E. coli no se evidenci6
crecimiento alguno de dicho
patégeno.

Este patdégeno no creci6 debido a la presencia de
acidos organicos que inhiben el crecimiento de
patdgenos.

Candida
La BK no present6 accion inhibitoria frente a Candida
y Salmonella gallinarum por lo que se concluye que la
bebida no es (til frente a estos patogenos, ya que estos
microorganismos poseen mecanismos de defensa
Salmonella Crece propios pudiendo soportar pH acidos. Agiemés dicha
gallinarum resistencia puede deberse a que se necesite una flora

saprdfita mayor para contrarrestar dichos m.o
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3.2.8 Tiempo de vida util de la BK

Se determiné que el tiempo de vida util del producto elaborado fue de un mes
manteniéndolo en refrigeracion para inactivar o inhibir el proceso fermentativo propio

de los microorganismos anaerobios.

También se realizd el analisis organoléptico para evaluar por medio de los érganos de
los sentidos la calidad de la bebida de Kombucha.

Sabor: Ligeramente &cido.

Color: Amarillo traslucido

Olor: Ligeramente acético

Textura: Pegajosa

CUADRO N° 59. TIEMPO DE VIDA UTIL
ANALISIS FISICOQUIMICO

Pardmetro Resultado Discusion
pH 33701 Este pH es aceptable ya que le concede a la
Kombucha el sabor y aroma caracteristico.
Ia 0,28% Esta acidez es aceptable.
° Brix 7.8 Indican que existen 7.8 g de azlcar por cada 100
mL de BK.
Densidad 1.029 Indica que aun existe sustrato para que las

bacterias contintien con la fermentacion

Con estos resultados se dice que la bebida es de calidad ya que se encuentra dentro de
los valores obtenidos como dptimos. Posterior al analisis fisicoquimico se realizé el

control microbioldgico, para determinar la calidad sanitaria de la B.K



CUADRO N° 60. ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA B.K
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ANALISIS MICROBIOLOGICO

Aerobios Mesofilos

Coliformes

30 UFC/mL

OUFC/mL

Levaduras

420 UFC/mL

Al refrigerar la bebida se inhibe parcialmente
la fermentacion, razon por la cual el producto
debe consumirse dentro del tiempo estimado
ya que transcurrido dicho tiempo el producto
se altera por la generacion de una mayor
cantidad de acido, incluso llegando a ser un
vinagre.

No existe presencia de microorganismos
contaminantes, por lo tanto el producto es
apto para el consumo humano.

Al refrigerar la bebida se inhibe parcialmente
el crecimiento de levaduras ya que la
fermentacion continda por medio de estos
m.o.

Las colonias son blancas cremosas, rugosas
de forma irregular. Con este resultado
estamos ratificando que los microorganismos
presentes en la bebida en estudio son en su
mayoria levaduras.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

1. Segun los parametros aplicados en este estudio se concluye que la formulacion adecuada
para la elaboracion de la bebida fermentada de té negro a base de Manchurian fungus fue el
tratamiento ndmero dos que consistio en preparar la bebida de té negro con una
concentracion 0,5 M de sacarosa, 2500 ppm de té negro de la marca comercial AKI, 12500
ppm en masa de microorganismos a inocular; toda esta preparacion se realiz6 en 2000 mL

de agua mineral Agua Bella Vita ®.

2. Mediante el andlisis organoléptico, fisicoguimico, complementario y microbiol6gico se
determiné el rango adecuado de atributos de calidad y parametros de proceso para obtener
el producto optimizado bromatolégicamente, ya que la calidad de la bebida de Kombucha
depende tanto del sustrato como del tiempo de fermentacion, para que el Manchurian
fungus origine los metabolitos secundarios (&cidos) responsables del aroma y del sabor
caracteristico de la bebida. Mediante la metodologia superficies respuesta se logré optimizar
la BK obteniendo los siguientes valores dptimos: pH= 3,06; Ia= 0,22%; °Brix= 7,7;
Densidad=1,033, mientras que la carga microbiana para aceptar como un producto de
calidad fue de 526,7 UFC/mL de bebida y la BK se encuentra libre de patdgenos que son
responsables de intoxicaciones alimentarias. Ademas en el analisis complementario se
obtuvo 7.3% de azUcares totales lo cual indica que la bebida es baja en calorias Gtil para

personas diabéticas.
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3. Se evalu¢ tanto la actividad probiodtica como la actividad hipolipemiante “in vitro” de la
Kombucha llegando a la conclusion de que el producto elaborado es un potencial probiético
ya que los microorganismos presentes en la BK toleraron a la acidez como también
resistieron a la simulacién del jugo gastrico y jugo pancreatico, debido a que los
microorganismos poseen mecanismos propios de resistencia mediante los cuales pueden
equilibrar el pH extracelular con el intracelular. También presentaron resistencia a las sales
biliares ya que algunos microorganismos poseen enzimas hidrolasas que desconjugan a las
sales biliares aumentando la excrecién de &cidos biliares, por ende obligan al colesterol a la
sintesis de dichos acidos. Los microorganismos presentes en la bebida de Kombucha
también presentaron actividad antimicrobiana frente a S. aureus y E. coli principales
patdgenos de contaminacion en los alimentos, mientras que la bebida de Kombucha no es
atil frente a Salmonella gallinarum y Candida concluyendo que la actividad microbiana se
debe a la presencia de los acidos acético, lactico, perdxido de hidrégeno y bacteriocinas
producidas por los microorganismos para inhibir el crecimiento de dichos patégenos.
Ademas los microorganismos presentes en la Kombucha redujeron los niveles de colesterol
en un 11.7%, con esto se concluye que la bebida elaborada es una bebida funcional que

ayudara a mejorar la calidad de vida de la poblacion.

4. Mediante el estudio de estabilidad fisicoquimico y microbiolégico se determin6 que el
tiempo de vida atil de la bebida de Kombucha es de un mes en refrigeracion ya que
transcurrido dicho periodo se vera afectada por la acidez debido a la presencia de una mayor

concentracién de acidos y en vez de ser una bebida refrescante serd un vinagre.
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4.2 RECOMENDACIONES

Durante todo el proceso de elaboracién y embotellado se recomienda utilizar

material estéril para evitar contaminaciones del cultivo.

A la hora de elaborar la bebida fermentada a base de Manchurian fungus aplicar
condiciones estrictas de asepsia 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. Por lo tanto este Kombucha debe eliminarse.

Se puede utilizar el Manchurian fungus como compostaje (abono organico).

Se recomienda utilizar la biomasa de Kombucha para la elaboracion de carne como

lo hacen con la soya.

Se recomienda aplicar procesos tecnologicos para la elaboracion de la bebida de

Kombucha ya que de esta forma el producto obtendra mayor tiempo de vida util.

En futuras investigaciones se recomienda realizar estudios in vivo y posteriormente

en personas voluntarias siguiendo los protocolos de investigacion.

Es necesario utilizar un ambiente estéril para la elaboracion de la bebida ya que si
existen otras sustancias quimicas en el ambiente pueden contaminar la bebida; en
especial la sacarosa puede hidratarse con ciertas sustancias presentes en el ambiente

y por ende se contamina la bebida.

Hacer uso de mecheros para asegurarnos de la esterilidad del area donde se elabora
la bebida.

El Kombucha también se puede utilizar para tratamiento de aguas servidas.
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CAPITULO YV

5.1 RESUMEN

La investigacion, Desarrollo, elaboracion y optimizacién bromatologica de una bebida
de té negro fermentada a base de Manchurian fungus (Kombucha) y evaluacién de su
actividad como potencial alimento funcional, fue realizada en los laboratorios de
Alimentos y Microbiologia de escuela de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo.

Para elaborar la bebida optimizada de Kombucha se utilizd el método experimental,
donde se manipularon variables independientes como la concentracion de sustrato e
indculo, tiempo de fermentacion y ciclos de oxigenacion. Para producir 2000 mL de
bebida optimizada se necesita concentraciones de glucosa 0,5 M, 2500 ppm de té negro,
12500 ppm de microorganismos a inocular con un tiempo 6ptimo de fermentacion, 15
dias. Como producto se obtiene una bebida con pH 3.06; 0.22% acidez, 7.7 °Brix y
densidad 1.033. Tanto el pH como el Ia son responsables del sabor caracteristico de la

Kombucha.

En el control de calidad se obtuvo ausencia de coliformes, presencia de aerobios
mesofilos (960 UFC/mL) y levaduras (720 UFC/mL) propias de la fermentacion. A las
colonias que crecieron en PCA (Plate Count Agar) se realizd tincibn Gram como
también se hizo Gram gota fresca de la bebida elaborada identificando en ambos casos

levaduras.
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Al evaluar la activad probiotica del alimento y teniendo en cuenta que todos los anélisis
fueron realizados en la bebida y no asi en la capa celulosica, existio prevalencia de
levaduras, razon por la cual se realizé la tolerancia a pH 4.9, ya que estas se desarrollan
entre pH 4 y 5. Las levaduras resistieron a la tolerancia de pH como también resistieron
a la accion de los jugos gastrico a pH 2.7 y pancreético a pH 8.2. También se comprobd
que la bebida reduce los niveles de colesterol en presencia de sales biliares debido a que
dichos microorganismos poseen hidrolasas que desconjugan las sales biliares originando
acidos biliares que son excretados en las heces razén por la cual obliga al colesterol a
sintetizar mayor cantidad de acidos biliares.

Con estos resultados se concluye que el producto elaborado es un potencial probiotico
apto para el consumo humano, teniendo en cuenta que los puntos criticos a la hora de

elaborar la bebida son la concentracion de sustrato y el tiempo de fermentacion.

A los interesados en este estudio se recomienda en posteriores investigaciones realizar
pruecbas en animales de experimentacion para corroborar los resultados obtenidos “in

vitro” y posteriormente en humanos respetando los protocolos de investigacion.
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5.2 SUMARY

This research development, production and bromatological optimization of a fermented
black tea beverage with Manchurian fungus (Kombucha) and its activities evaluation as
a potential functional food was performed in the Food and Microbiology laboratories, in

Biochemistry and Pharmacy School in the Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

In order to make the Kombucha optimized beverage, the experimental method was
used, independent variables such as substrate, inoculum, fermentation time and
oxygenation cycles were manipulated. To produce 2000 mL of optimized beverage; 0.5
M glucose, 2500 ppm of black tea, and 12500 ppm of microorganisms to inoculate
optimum fermentation time, 15 days are required. As a product a beverage with pH
3.06, 0.22% acidity, 7.7 °Brix, and density 1.033 is obtained. As much the pH as the I

are responsible for the characteristic Kombucha flavor.

In the quality control de following results were obtained; coliform absence, presence of
aerobic mesophilic (960 UFC/mL), and yeast (720 UFC/mL) specific for fermentation.
Gram staining was performed to the colonies that grew on PCA (Plate Count Agar),
Gram fresh drop of the elaborated beverage was also made, identifying yeas in the both

Cases.

In evaluating the food probiotic activity and considering that all analyzes were
performed on the beverage and not on the cellulose layer, there was yeast prevalence,
that is why tolerance was performed at pH 4.9, as these are developed between pH 4
and 5. Yeasts resisted pH tolerance, also resisted the action of the gastric juices at pH
2.7 and pancreatic at pH 8.2. It was also found that the beverage reduce cholesterol
levels in the presence of bile salts because these microorganisms have hydrolases which
desconjugate bile salts causing bile acid which are excreted in the feces, for this reason

it forces the cholesterol to synthesize more bile acids amount.
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After these results it is concluded that the finished product is a potential probiotic
suitable for human consumption, taking into account that the critical points when
preparing the beverage are the substrate concentration and fermentation time.

It is recommended for future studies to conduct test in experimental animals to
corroborate the observed results “in vitro” and later in human beings respecting the

research protocols.
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CAPITULO VI

5.1 ANEXOS
ANEXO 1. ANALISIS QUIMICO DEL AGUA DE FUENTE
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ANEXO 2. ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL AGUA DE FUENTE
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ANEXO 3. ELABORACION DEL KOMBUCHA

Adicion del té negro o Adicion
de inoculo

Material estéril Bebidas cosechadas
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ANEXO 4. CONTROL DE CALIDAD DEL PRODUCTO ELABORADO

Determinacién de la acidez Control microbioldgico
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ANEXO 5. REACTIVACION DE CEPAS ATCC

Cepas Inactivas Reactivacion de cepas ATCC

Reactivacion de cepas ATTC

et S

Salmonella gallinarum Staphylococcus aureus
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ANEXO 6. CUANTIFICACION AZUCARES

Contactanos: 093387300 - 032924322 ¢ 0984648617 — 03360-260
Av. 11 de Noviembre y Milton Reyes
Riobamba ~ Ecuador

EXAMEN MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS
cODIGO: 34-14

CLIENTE: Srta. Lorena Morales

TIPO DE MUESTRA: Bebida fermentada a base de hongos.
FECHA DE RECEPCION: 22 de enero del 2014

FECHA DE MUESTREO: 23 de enero de 2014

EXAMEN Fisico
COLOR: Amarillento

OLOR: Fermentativo
ASPECTO: Homogéneo, libre de material extrafio.

DETERMINACIONES UNIDADES RESULTADO
Azucares Totales % 727
| Azucares Reductores % 1.76

RESPONSABLES:

$g\?zﬂ9mqommmwvomw:m__g§ .
- SINOVS /e

Dra. Gina AlvarezR. Dra. Fabiola Villa

El informe sélo afecta a la muestra solicitada a ensayo; el informe no debera reproducirse
sino en su totalidad previo autorizacién de los responsables.
*La muestra es receptada en laboratorio.
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ANEXO 7. NORMA NTE INEN. 2325: 2002

BEBIDAS ALCOHOLICAS. CERVEZA. DETERMINACION DEL pH.
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ANEXO 8. NORMA NTE INEN 2323: 2002-12

BEBIDAS ALCOHOLICAS. CERVEZA. DETERMINACION DE LA ACIDEZ TOTAL.
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ANEXO 9. NORMA NTE INEN 2322:2010

BEBIDAS ALCOHOLICAS. CERVEZA. DETERMINACION DE ALCOHOL
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ANEXO 10. NORMA NTE. INEN 1529-5:2006

CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS. DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE
MICROORGANISMOS AEROBIOS MESOFILOS. RE
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ANEXO 11. NORMA NTE. INEN 1529-7:1990

CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS. DETERMINACION DE MICROORGANISMOS
COLIFORMES POR LA TECNICA DE RECUENTO DE COLONIAS.
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ANEXO 12. NORMA NTE. INEN 1529 - 10:1998

CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS. MOHOS Y LEVADURAS VIABLES. RECUENTO EN PLACA POR
SIEMBRA EN PROFUNDIDAD.
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ANEXO 13.DETERMINACION DE VITAMINA C POR HPLC

Lectura del Estandar de Vitamina C

Component Feetention Area Height|  Extemal| Unis

0,050 40,6360 1993 0,0000
23933 3734370 32.280 0.0000
4201330 0.0000

VITAMINA C, MUESTRA 8

Companent FRietention Area He\!hl Extenal | Units

. 1883 26,5420 1652 10,0000
XL 1081135 2323 0.0000
1346955 10,0000

VITAMINA C, MUESTRA 2
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Companent Fietention Area Hel!hl External | Urits

- 1,850 10,5415 1158 0,0000
- 2,350 11,8460 0570 0,0000
3633 34,0350 1178 0.0000

56,4225 0,0000

VITAMINA C, MUESTRA 3

Companent Retention Area Height|  Etemal | Units

- 0,383 26,3705 0547 0,0000
- 1.866 12,9340 0,802 0.0000
39,3045 0,0000
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VITAMINA C, MUESTRA 4

Companent Retention Area Height Extemal | Units
- 1833 13,0530 nE4

13,0590

VITAMINA C, MUESTRA 5

Component Retention Aiea Height Extemal Units.
1,850

- k 11,0160 0.760 0,0000
2,566 21,8305 0.793 10,0000
32,8065 0.0000
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VITAMINA C, MUESTRA 6

Companert Rietention Area Height Extermal | Urits
0350 36 2350 0717 0.0000
1,300 16,4080 1233 0,0000
52,7010 0,0000

VITAMINA C, MUESTRA 7

Component Retention Area Height External  Units

(i) Nuevo hardware encontrado | RN |

. 1.850 16,6930

16,6330

11863

0,0000
00000

I o T e eaceeaaammheecemeeessmeeannEm s
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VITAMINA C, MUESTRA 8

Companent Fistention Area He\!hl External | Units

- 0,000 47,2400 1296 0,0000
- 1.866 16,0420 1.205 10,0000
£3.2820 00000

I —Y KT D
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ANEXO 13. ETIQUETA DEL PRODUCTO

Informacion Nutricional
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