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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue elaborar una bebida probidtica utilizando diferentes niveles de
pulpa de chirimoya (Annona cherimola), pepino dulce (Solanum muricatum) y kombucha. La
bebida se elabor6 con la pulpa de chirimoya 5, 10 y 15%, pepino dulce 10%, té negro 0,5%, agua
y scoby 5%, misma que, fue fermentada a la temperatura ambiente de la ciudad de Riobamba
14°C en 8 dias. Se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas: pH (pHmetro), acidez (titulacién),
solidos solubles (refractometro) y % alcohol (picnémetro). En lo microbioldgico, se uso la técnica
de siembra por extension en placa y profundidad. En lo organoléptico, se aplicé una prueba escalar
heddnica a 25 panelistas no entrenados y en lo econémico, se utilizé el indicador Beneficio/Costo.
Para el analisis de los datos se utilizo el Software estadistico “InfoStat” aplicando un DCA en
combinacion con la prueba de separacién de medias Tukey (P<0,05) y en lo sensorial se utilizé
la prueba de Friedman. El 15% de pulpa de chirimoya genera valores significativos en los
parametros fisicoquimicos y microbiolégicos de la bebida, mostrando un pH de 5 — 4, acidez 0,11
—0,37g/100 ml de &cido acético, solidos solubles 4,88 — 1,62 °Brix y alcohol 1,02 %, misma que
presenta un crecimiento de bacterias probioticas y levaduras con 5,32x107 UFC/ml y 1,36x10"9
UFC/ml. Todos los tratamientos presentaron ausencia de E. coli, Coliformes totales y mohos. La
pulpa de chirimoya no influye en el olor, color, sabor y apariencia de la bebida, por otra parte,
mientras se aumenta los niveles de pulpa de chirimoya disminuye el beneficio y aumenta los
costos. Es posible elaborar una bebida probi6tica utilizando el 15% pulpa de chirimoya, lo que
permitird aumentar la diversidad de microorganismos en la flora bacteriana. Es por ello que se

recomienda su consumo para aumentar las defensas del cuerpo.

PALABRAS CLAVE: <KOMBUCHA>, <CHIRIMOYA (Annona cherimola)>,
<PROBIOTICO>, <PEPINO DULCE (Solanum muricatum)>, <LEVADURAS> <CULTIVO
SIMBIOTICO DE BACTERIAS Y LEVADURAS (SCOBY)>, <RIOBAMBA (CANTON)>.

XV



ABSTRACT

The objective of research was to make a probiotic drink using different levels of cherimoya pulp
(Annona cherimola), sweet cucumber (Solanum muricatum) and kombucha. The drink was made
with the pulp of cherimoya 5, 10 and 15%, sweet cucumber 10%, black tea 0.5%, water and scoby
5%, which was fermented at room temperature of Riobamba City 14°C in 8 days. The
physicochemical characteristics were evaluated: pH (pH meter), acidity (titration), soluble solids
(refractometer) and % alcohol (pycnometer). In the microbiological, the technique of sowing by
extension in plate and depth was used. In the organoleptic area, a hedonic scalar test was applied
to 25 untrained panelist and in the economic area the Benefit/Cost indicator was used. For data
analysis, the statistical software “InfoStat” was used, applying a DCA in combination with the
Tukey mean separation test (P<0.05) and the Friedman test was used in sensory terms. The 15%
cherimoya pulp generates significant values in the physicochemical and microbiological
parameters of the drink, showing a pH of 5 - 4, acidity 0.11 — 0.37¢/100 ml of acetic acid, soluble
solids 4.88 — 1.62 °Brix and alcohol 1.02%, which presents a growth of probiotic bacteria and
yeasts with 5.32x10"7 CFU/ml and 1.36x10"9 CFU/ml. All treatments showed absence of E. coli,
total coliforms and molds. Cherimoya pulp does not influence the smell, color, taste and
appearance of the drink, moreover, while increasing cherimoya pulp levels decreases the benefit
and increases costs. It is possible to make a probiotic drink using 15% cherimoya pulp, which will
increase the diversity of microorganisms in the bacterial flora. That is why its consumption is

recommended to increase the body’s defenses.
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INTRODUCCION

Para prevenir la aparicion de enfermedades es necesario mantener un sistema inmunoldgico
saludable, por lo general, esto no se cumple. Ultimamente la tendencia de consumir alimentos que
contengan probi6ticos ha aumentado, uno de los motivos, la creciente preocupacion por los
hébitos alimenticios y su relacién con la salud, con el objetivo de mantener saludable el

microbiota intestinal y asi reducir el riesgo de desarrollar enfermedades (Ruiz, et al., 2015: pp.1993-
2015).

Los probidticos son bacterias y levaduras vivas, se conoce que aportan con varios beneficios en
la salud, se los puede encontrar en alimentos como el yogurt o como algun suplemento
alimenticio, estos microorganismos se encargan de restablecer el equilibrio natural de las
bacterias del intestino cuando se ven afectados por alguna enfermedad o tratamiento (NHS, 2018,
p.1). Una de las formas mas faciles para adquirir probidticos es a través de la ingesta de bebidas,
pero por la falta de conocimiento, las personas desconocen de muchos de ellos, en especial una
bebida fermentada que contiene millones de microorganismos probidticos, edestacan bacterias y
levaduras que en conjunto favorecen a la salud, esta bebida se conoce como “KOMBUCHA”, en
si, es una bebida fermentada muy refrescante que estd hecho con té, azlcar y una pelicula
gelatinosa denominada SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast), esta bebida tan
peculiar puede ayudar a mejorar la salud desde facilitar la digestion hasta eliminar toxinas del
cuerpo. La kombucha es perfecta para afiadir probi6ticos a la microflora intestinal para asi tener
riqueza de microorganismos, ademas, el té como ingrediente base, permite a la kombucha estar
llena de antioxidantes y aportar con muchas propiedades para estimular el sistema inmunolégico

(Equinox, 2022, p.1).

La chirimoya (Annona cherimola), es una fruta de la sierra ecuatoriana, rica en carbohidratos, lo
cual lo hace un sustrato adecuado para el crecimiento del “SCOBY”, ademas, es rico en acidos
organicos (malico y citrico), potasio, vitamina C y fibra (Gonzalez, 2013, pp.59-60). El pepino dulce
(Solanum muricatum) es una fruta no muy explotada a nivel nacional, se cultiva en la region
Sierra, tiene un alto contenido de agua, presenta propiedades diuréticas, tiene un alto contenido
de vitamina C y se recomienda para personas que presentan problemas estomacales (Faulkner,
2007, p.1). Hoy en dia no se utilizan estas frutas para elaborar bebidas lo cual abre un nuevo

mercado para aprovecharlas y darles un valor adicional.

En el capitulo | se describe el diagnostico del problema, de forma rapida y concisa se mencionan

los antecedentes, el planteamiento del problema, la justificacion y los objetivos de la
1



investigacion. En al capitulo Il se define el marco tedrico, a la vez, se mencionan los antecedentes
de investigaciones previas relacionadas a la investigacion actual, de ahi, se observan las
referencias teoricas, toda aquella definicion o argumentos que ayuden a comprender de forma
mas sencilla de que se trata la investigacion. En el capitulo 111 se aprecia el marco metodoldgico,
donde se describe la localizacion y la duracion del experimento, los materiales, equipos e insumos
que se van a utilizar, ademas, se observa como se encuentran distribuidos los tratamientos T0 (0%
pulpa de chirimoya); T1 (5% pulpa de chirimoya); T2 (10% pulpa de chirimoya) y T3 (15% pulpa
de chirimoya) y el disefio experimental (disefio completamente al azar, DCA). Por otra parte, se
observan los andlisis fisicoquimicos, microbiol6gicos, organolépticos, que se van a aplicar en la
bebida, acompafiado de su analisis estadistico y la prueba de significancia, para conocer cual
tratamiento es estadisticamente el mejor, inclusive, se detalla el andlisis econdmico para

determinar el mejor beneficio/costo.

En el capitulo IV se muestran los resultados de acuerdo con la metodologia aplicada en el capitulo
anterior, considerando al tratamiento con el 15% de pulpa de chirimoya, como la variable con
mayor nivel significativo en los pardmetros fisicoquimicos al inicio y a los 8 dias de fermentacidn,
encontrandose a la acidez 0,12 y 0,37g/100ml de &cido acético, solidos solubles 4,88 - 1,62 °Brix
valor ajustado y alcohol con 1,02% valor ajustado, ubicandose en el rango de bebida alcohdlica.
En el aspecto microbioldgico, hay que destacar que, usar el 15% de pulpa de chirimoya genera
un crecimiento de bacterias viables de 5,32x107 UFC/ml, ubicandose dentro de la categoria de
probidtico, de acuerdo con la norma (NTE INEN 2395, 2011, pp.3-4), donde establece que el

requerimiento minimo para considerarse un alimento funcional es de 1X10° UFC/ml.

Esta investigacion abre camino para elaborar nuevos productos que puedan generar un beneficio
para la salud del consumidor, aprovechando los recursos que pocas veces son destinados para
industrializar y de esta forma generar nuevos mercados, réditos econémicos y solventar las

necesidades de las personas al aumentar las defensas del cuerpo humano.



CAPITULO I

1 DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

11 Antecedentes

La tendencia de consumir alimentos que contengan probidticos ha aumentado entre los afios 2020
y 2021, en lo cual existen 2 tipos de consumidores, primero los que no tienen un conocimiento
sobre este tipo de alimentos, pero buscan conocer cuales son sus beneficios y segundo, aquellas
personas que ya conocen de los beneficios y buscan uno en especifico. Es importante destacar
que el microbiota intestinal se ha convertido en el centro de la nutricion, debido a que, se puede

llegar a prevenir y tratar enfermedades a través de ella (Afepadi, 2021, p.1).

Desde el tiempo de pandemia ha surgido una nueva tendencia en el mercado “la alimentacion
enfocada en la salud digestiva”, en el articulo obtenido de (La opinién, 2020, p.1) menciona que, para
mantener las defensas fuertes y para evitar dolencias que pongan en riesgo a la salud es necesario
mantener un sistema digestivo saludable, mediante la ingesta de probidticos, esta tendencia ha
incrementado entre 2015 y 2019 en 23%, por lo cual la elaboracion de este tipo de alimentos lo

hace atractivo para el consumidor.

El mercado de los probidticos ha tenido un incremento con el pasar de los afios, es asi como, en
el afio 2021 alcanz6 61 500 millones de USD, esto ha generado un gran interés debido a su
proyeccion para el afio 2028, el cual, se espera una tasa de crecimiento anual compuesta (CAGR)
de 8,4% lo que representaria 108 160 millones de USD. EI crecimiento es gracias a la creciente
demanda de alimentos saludables probi6ticos, debido a que, las personas buscan obtener mayor
inmunidad, mantener en equilibrio la microbiota intestinal, fortalecer el sistema inmunolégico,
proteger a las proteinas y los lipidos de los dafios y reducir el riesgo de patégenos, por esta
preocupacion se espera que el mercado de alimentos probidticos siga en aumento, incluso se
fomenta su consumo, gracias a las publicaciones de las organizaciones sobre los beneficios y el
marketing que se aplica sobre ello (Brandessence Market Research, 2022, p.1). Actualmente, el mercado
de las bebidas fermentadas ha tenido un crecimiento exponencial en Asia-Pacifico, aumentando
la demanda de bebidas como: kombucha, tés herbales y similares en Japon, India, China y otros
paises, lo cual, se espera que tengan mayor crecimiento (Specialty Foods, 2018, p.19). La kombucha
es una de las bebidas que se encuentra en auge, en el afio 2020 superd la cifra de USD 2655
millones en el tamafio de mercado y se estima un crecimiento del CAGR superior al 17% entre

2021y 2027 (Ahuja & Singh, 2020: p.1).



1.2 Planteamiento del problema

Las personas por la falta de conocimiento y de informacion, no buscan un medio para proteger su
“salud intestinal”, muchos de ellos incluso desconocen del término mencionado, aunque
desconozcan de los beneficios, el Unico probi6tico que consumen es el yogurt, pero el cuerpo
humano necesita de muchas bacterias benéficas para diversificar la flora bacteriana y aumentar
Su rigueza (Southey, 2022, p.1). En nuestro cuerpo, especificamente en el intestino grueso existen
entre 39 y 300 billones de bacterias, es por ello que, se necesita aumentar el consumo de alimentos
gue nos proporcionen bacterias viables, para asi, ayudar a colonizar el intestino y aumentar la
flora bacteriana. Muchos cientificos mencionan que la flora intestinal se lo conoce mas como el
“organo olvidado”, es importante destacar que la flora intestinal realiza muchas funciones entre
ellas fabricar vitaminas como es la vitamina K y la vitamina B, estimula el sistema inmunoldgico

y fortalece la pared celular y evita la aparicion de enfermedades cronicas del intestino (Gunnars,
2020, p.1).

Hoy en dia, por el medio tan contaminado en el que vivimos, necesitamos un remedio natural para
desintoxicar el organismo y de esta forma aumentar las defensas del cuerpo para poder combatir
todo tipo de enfermedad que pueda generar problemas en la salud, es asi, el caso del COVID-19,
es importante recalcar que no es el virus el que afecta sino la respuesta del sistema inmunolégico
contra el virus (Gonzalez, 2022, p.1). Un alimento, especificamente un té fermentado que cumple los
requisitos mencionados es la “kombucha”, esta bebida contiene millones de bacterias y levaduras
que cumplen una funcion de mutua ayuda conocido como “simbiosis”, pero en muchos paises del
mundo no se le ha dado la importancia que se merece, uno de los principales problemas es por la

falta de conocimiento de la forma en la que se elabora, uno de esos paises es Ecuador (Robles, 2011;
citados en Villamar, 2021, p.19).

En el Ecuador, la chirimoya (Anona cherimola), es un fruto que no se le ha dado los incentivos
necesarios para fomentar su produccién e industrializacién, por lo cual tiene una importancia muy
baja en la parte industrial, econdmica y de exportacién (Guerrero, 2012, p.1). Para el afio 2021 se
obtuvo una produccion (Tm.) de 267, con numero de arboles dispersos cosechados de 14 356, con
ventas de (Tm.) de 55 (INEC, 2021, p.1), estos valores son menores a los que se producian en afios
anteriores y eso se debe por la falta de interés de parte del Estado en agregarle valor a este fruto
exdtico. Otro fruto incluso menos apreciado que la chirimoya, es el pepino dulce (Solanum
muricatum), en el mercado ecuatoriano no existe una produccion y venta de productos que sean
elaborados con este fruto, y no se lo aprovecha por sus gran cantidad de antioxidantes que son
muy beneficiosos para la salud, este fruto debe ser mas reconocido por sus funciones antioxidantes
y antiinflamatorias, se conoce que es muy bueno para regular la hipertension, eliminar el
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colesterol e incluso regular los niveles de azucar en la sangre, por todo esto se debe aprovechar
estos frutos por sus funcionalidades y por sus propiedades nutricionales que le puede otorgar a un
producto terminado (Riquero, 2015, p.6).

1.3 Justificacion

La creciente preocupacién por la salud de los consumidores y la creciente conciencia de los
efectos que conlleva la falta de la diversidad de la flora bacteriana, ha puesto en duda el consumo
de alimentos que carecen de ello, es aqui, donde aventaja los alimentos naturales-probiéticos,
como es la kombucha, un té fermentado, que contiene una simbiosis de microorganismos
(bacterias y levaduras), que ejercen un efecto beneficioso en la salud del que lo consume, ademas,
por su agradable sabor al palar, ha permitido satisfacer todo tipo de consumidor, de la misma
manera, es importante destacar su importancia en el mercado, porque abre un nuevo mundo de
oportunidades, en el que se pueden crear un sin nimero de sabores, aqui se puede explotar la
creatividad, pero hay que reconocer que las bebidas que mas sobresalen, son los que contengan
un sabor frutal (Ahuja & Singh, 2020: p.1).

Los probidticos son microorganismos vivos capaces de generar un efecto beneficioso en la salud,
han sido usados para la prevencion y el tratamiento de enfermedades agudas y cronicas del
intestino incluso otras afecciones (Castafieda, 2018, p.1). La kombucha es una bebida fermentada por
una simbiosis de levaduras y bacterias, en la cual, algunos autores mencionan la importancia de
su consumo en la salud, principalmente porque aportan con polifenoles y catequinas lo que le
confiere propiedades antimicrobianas, antibi6ticas y previene la aparicion de varios tipos de
cancer (Rasouli, et al. 2021: p.376; Zisca et al., 2019: pp.1-10; Nyiew et al., 2022: pp.1024-1053). La kombucha,
es un remedio natural que se puede valorar por sus propiedades medicinales, hoy en dia por el
alto nivel de toxicidad que estamos viviendo y por las enfermedades que estan apareciendo es
necesario de alguna forma desintoxicar todo nuestro organismo para mantener las defensas
fuertes, es ahi, donde aparece la kombucha, un remedio natural al alcance de todos, es por ello
que, al contener organismos vivos que son capaces de regenerar la microbiota benéfica del
organismo sobre todo en el aparato digestivo, permite regenerar las defensas, con lo cual, es

recomendado su consumo regular (Rubio, 2007, p.2).

La chirimoya (Annona cherimola) se cultiva en la regién Interandina en las provincias de
Imbabura, Pichincha, Tungurahua, Azuay y Loja, es una fruta muy digestiva y nutritiva se
caracteriza por su combinacién muy arménica en su composicion de acidos y azlcares estos

altimos son el producto de la reducciéon del almidén, predominando la glucosa (11,75%) y
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sacarosa (9,4%). Por lo tanto, es un sustrato favorable para el crecimiento de la simbiosis de los
hongos kombucha (Medusomyces gisevi). Los principales &cidos organicos en su composicion
son: el &cido citrico y el &cido malico, lo cual va a permitir la conservacion de la bebida probidtica,
ademas, se destaca su contenido en potasio y vitamina C y su aporte de fibra (1,8%) mejorando

el transito intestinal (Gonzélez, 2013, pp.59-60).

El pepino dulce (Solanum muricatum) es una fruta de la sierra ecuatoriana principalmente se
cultiva en lbarra, San Antonio de Pichincha, Patate, Pillaro, Vilcabamba, Loja, etc., entre sus
caracteristicas nutricionales se destaca el alto contenido en agua (92%), tiene propiedades
diuréticas, por lo que se recomienda el consumo para personas que tienen problemas en retencion
de liguidos, ademas, al ser un alimento suave, se recomienda para casos de diarrea o infecciones
estomacales, asi mismo, esta fruta se caracteriza porque contiene mucha vitamina C (Faulkner, 2007,
p.1). En las industrias no se utiliza esta fruta para elaborar bebidas, lo cual lo hace mucho mas
atractivo por su funcionalidad y por sus bajos precios, incluso por el sabor que le va a brindar a

la bebida probidtica.

Por lo antes mencionado, en el presente trabajo de investigacion se pretende elaborar una bebida
probidtica utilizando diferentes niveles de pulpa de chirimoya (Annona cherimola) (5%, 10%
,15%) y con la adicidon de pepino dulce en una fermentacion con kombucha, para asi, obtener una

bebida funcional saludable.

1.4 Objetivos

1.41 Objetivo General

e Elaborar una bebida probittica a base de chirimoya (Annona cherimola), pepino dulce

(Solanum muricatum) y kombucha.

1.4.2  Objetivos Especificos

e Conocer las caracteristicas microbioldgicas, fisicoquimicas y organolépticas del
producto obtenido.

o Determinar el mejor nivel de pulpa de chirimoya (Annona cherimola) (5%, 10% ,15%)
como sustrato de la bebida probiotica.

o Determinar el Beneficio/Costo de la bebida probidtica proyectado a un mercado comdn.



CAPITULO I

2. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de Investigacion

En la investigacion realizada por (Villamar, 2021, p.67) denominada “evaluacién de la capacidad
antioxidante y conteo de probidticos de una bebida kombucha (Manchuria fungus) elaborada con
jackfruit (Artocarpus heterophyllus)”, elabor6 3 tratamientos con diferentes concentraciones de
sacarosa Y té negro, incluyendo pulpa de jackfruit de forma constante, inoculé la bebida con el
1% de SCOBY Yy la ferment6 a 25°C durante 12 dias, el mejor resultado de acuerdo a la prueba
de Tukey con el 5% de confianza, destaco al tratamiento T3. De acuerdo con los pardmetros
fisicoquimicos, obtuvo un valor de 2,66 pH, <0,05% Alcohol y 38,90g/L azUcares totales. En los
parametros microbiol6gicos, para aerobios mesofilos con 1,9x10t UFC/ml; E. coli <3 NMP/ml;
Salmonella ausencia/25 ml; Staphylococcus aureus <1x10° UFC/ml; mohos y levaduras 1,85x10°
UP/ml. Para el recuento de microorganismos probi6ticos registro un valor de 9,2x10* UFC/ml.

De acuerdo con (Valiyan et al., 2021: pp.1877-1891) quienes investigaron los efectos que generan al
variar las condiciones de fermentacion sobre la actividad bacteriana en vérias bebidas de
kombucha (té negro, té verde, verbena de limén y menta). Las variables que evaluaron fueron la
utilizacién de 3 concentraciones de azlcar (2, 5 y 8%) y diferentes tiempos de fermentacion (7,
14 y 21 dias). Los resultados demostraron que la kombucha elaborada con té negro con el 8% de
azlcar/21 dias de fermentacion generé la mayor inhibicién contra B. cereus, en cambio, la
kombucha elaborada con menta y verbena de limén con el 8% de azlcar generé la mayor
inhibicién contra E. coli y S. dysenteriae respectivamente. Esta investigacion nos demuestra que,
la kombucha es efectiva contra microorganismos patdgenos, teniendo en cuenta el 8% de sacarosa

en 21 dias de fermentacion.

En un estudio realizado por (Arruda et al., 2020: pp.1-13) donde tenian como objetivo desarrollar y
analizar la calidad microbiolégica y fisicoquimica de una bebida de kombucha con sabor a uva.
La bebida fue fermentada por 5 dias, pero los analisis lo realizaron en la segunda fermentacion,
tiempo 0 (llenado) y tiempo 3 (tercer dia de fermentacion), en los analisis microbiol6gicos,
reportd la ausencia de coliformes totales, coliformes termotolerantes y Samonella sp., el
crecimiento mas viable fue en el tiempo 3 en bacterias lacticas con 1,1x103 UFC/ml y para

bacterias acéticas el tiempo 0 con 3,3x102 UFC/mI. En cuanto a los pardmetros fisicoquimicos el
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pH, fue de 3,5 a 3,78 en el periodo de fermentacion, a diferencia de la acidez que permanecid
constante (7,5% &cido tartarico), no obstante, los sélidos solubles sufrieron una disminucién de
9,0 a 8,5 °Brix debido al proceso de fermentacion.

En una investigacion donde se utiliz6 el jugo de uva roja como sustrato alternativo para elaborar
una bebida fermentada con el consorcio de kombucha, fue desarrollada por (Ayed et al., 2017: pp.111-
121), en la investigacion evaluaron los parametros fisicoquimicos, microbiolégicos y sensoriales.
Los resultados en relacién con el crecimiento microbiano de levaduras, bacterias acéticas
(Gluconobacter y Acetobacter) y bacterias lacticas, demostraron que las levaduras y bacterias
acéticas del género Gluconobacter crecieron hasta el dia 6, a partir de este dia empieza a decrecer,
las bacterias lacticas crecieron hasta el dia 2, de ahi, empieza el periodo de declive. En los analisis
fisicoquimicos, el pH, al dia 0 presentd un valor de 3,95, disminuyendo hasta el dia 12 con 2,91,
en comparacién a la acidez, cumple la relacion inversamente proporcional con el pH, al aumentar
su valor de 25,9 a 104, 2 meg/L a los 12 dias de fermentacion y finalmente el porcentaje de etanol
no presentd una secuencia ordenada debido que, el valor mas alto lo obtuvo al 8 dia y el mas bajo
al 2 dia. En la evaluacion sensorial el jugo fermentado por 6 dias fue el méas apreciado por el panel
de degustadores, por lo que, un mayor tiempo de fermentacion genera un sabor agrio distintivo.
Esta investigacion demuestra que se puede elaborar bebidas fermentadas a base de frutas y
kombucha, para obtener un producto de alto valor funcional.

En un estudio realizado por (Ching et al., 2020: pp.1-8) donde buscaron optimizar la produccién de
kombucha de guanabana (Annona muricata. L.) y conocer los efectos que generan los cambios
en las condiciones de almacenamiento en la actividad bioldgica de la bebida. De acuerdo con el
método de superficie de respuesta, obtuvieron que los parametros dptimos de produccién son los
siguientes: 300 ml de jugo de guanabana, 700 ml de té negro y 150 g de azlcar en 14 dias de
fermentacion a 28°C. De acuerdo con la actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus, no presentaron efectos significativos. La poblacion microbiana
(levaduras y bacterias &cido-lacticas) se redujo de forma general de 1x10° UFC/ml antes del
almacenamiento, a 1x10* UFC/ml después del almacenamiento a 4 y 25°C en condiciones de luz
y oscuridad. En el perfil metabolico demostraron que se disminuye de forma significativa la
sacarosa, acido acético, acido gluconico y el etanol, pero aumenta la glucosa. Es importante
recalcar que las condiciones de almacenamiento durante 21 dias a 25°C reducen un 98% del

contenido de etanol.

(Zubaidah, et al., 2019: pp.1-3) Evaluaron el potencial de diferentes variedades de fruto de la serpiente

(Salak Doyong, Salak Madu, Salak Pondoh, Salak Segaran y Salak Suwaru), la bebida la



prepararon con jugo de fruta de la serpiente, agregando azUcar y el consorcio de kombucha, el
cual lo fermentaron por 14 dias. En la investigacion evaluaron las propiedades fisicoquimicas y
sensoriales, la fruta con las mejores caracteristicas destacaron el cultivar Salak Suwaru. En los
resultados de acuerdo con los pardmetros fisicoquimicos reportan en azdcar total 7,54%, sélidos
solubles totales 11,3%, acidez total 1,65%, pH, 3,15. En el pardmetro sensorial en una valoracion
de 5 puntos, obtuvieron 3,90 para el color, 3,70 para el gusto y 3,80 para el aroma. En los andlisis
microbioldgicos se destaca que el &cido acético es el acido organico predominante, en vista de
gue ejerce una accién antimicrobiana frente a bacterias gram positivas (Staphylococcus aureus)
y gram negativas (Escherichia coli). La investigacion demuestra que se puede utilizar las frutas

de serpiente para elaborar alimentos funcionales a través de la fermentacion de kombucha.

De acuerdo con (Kaashyap et al, 2021: p.4446) buscaron la diversidad microbiana y las caracteristicas
de la kombucha mediante andlisis metagenomico (ARNs 16S e ITS) y fisicoquimico. En la
kombucha se encontraron 34 géneros con 200 especies microbianas, entre estas se destacan:
Acetobacter, Komagataeibacter y Starmerelason, puesto que son saludables para el intestino
humano. En este estudio mencionan que la kombucha tiene un alto contenido de proteina (3,31
ug/ml), alto contenido de fenoles (290,4 mg/100ml) y bajo contenido de aztcares (glucosa: 1,87
g/L; sacarosa 1,11 g/L; fructosa: 0,05g/L).

En la investigacion realizada por (Shahbazi et al., 2018: pp.2268-2577) quienes tuvieron por objetivo
evaluar los efectos de diferentes plantas medicinales (canela, cardamomo y tomillo shirazi) al
medio de kombucha y analizar los cambios que se generan en las propiedades fisicoquimicas,
antimicrobianas y sensoriales. Las bebidas la elaboraron con el 6,5% de sacarosa, 0,7% de té
verde y la planta medicinal, 4% del in6culo (SCOBY), a 28°C de temperatura. Las plantas
medicinales se mezclaron en la siguiente relacion con el té verde 50:50 (0,35%, p/p: 0,35%, p/p),
la fermentacion dur6 16 dias. En los resultados de acuerdo con los parametros fisicoquimicos
destacan que el acido que predomina en la bebida es el acético, aumentando con el tiempo de
fermentacidn, asimismo, la kombucha con sabor a canela predominé el 4cido glucurénico, lactico,
citrico, mientras que, el de sabor a tomillo shirazi obtuvo el mayor valor en los &cidos oxalico y
malico. En relacion al pH, la kombucha sabor a canela presenté el valor més bajo (2,96), a causa
de la mayor cantidad de &cido organicos presentes. De acuerdo con las propiedades
antimicrobianas la kombucha con sabor a canela present6 la mayor capacidad inhibitoria contra
E. coli, S. typhimurium y S. aureus, el menor efecto se observo en la kombucha con sabor a
cardamomo. Finalmente, en la evaluacion sensorial utilizaron 12 panelistas semientrenados
utilizando una escala heddnica de 5 puntos, los resultados favorecen a la kombucha con sabor a

canela en los parametros de sabor, olor, dulzura, acidez y color en comparacién a las demas



muestras. Esta investigacion nos demuestra que se pueden usar plantas medicinales para

promover mas la identificacion de la kombucha como una bebida funcional.

En un estudio donde evaluaron las caracteristicas de la actividad microbioldgica, quimica y
antibacteriana de la crcuma (Curcuma longa) en la elaboracion de una kombucha realizado por
(Zubaidah et al., 2021: pp.1-8). Para elaborar la bebida lavaron en rodajas de 1-3mm de clrcuma, la
secaron en una secadora de armario (60°C/5 Horas), lo molieron hasta obtener un polvo y lo
colocaron en una bolsa de té. Las variables que midieron son las concentraciones de cdrcuma
(0,4%; 0,8%; 1,2%; 1,6%; 2%), ademas compararon con un tratamiento control (100% de Té
negro), la bebida la elaboraron con el 10% de sacarosa, 10% de cultivo iniciador, y la fermentaron
a temperatura ambiente por 12 dias, el mejor tratamiento que obtuvieron de acuerdo al Multi-
Criteria Decision-Making (MCMD) es el tratamiento con el 0,8% de circuma, obteniendo los
siguientes resultados: un pH de 2,92, una acidez total de 0,28%, un contenido fendlico total de
147,45ug GAE/mI; y un azlcar total de 8%. En la parte microbiolégica el crecimiento microbiano
fue de 2,5x107 UFC/ml, el diametro de inhibicion para la zona de E. coli de 3,13mm, mientras
que, al comparar estos resultados con la kombucha elaborada con té negro obtuvieron un pH de
2,81, acidez total de 0,58%, fenoles totales 716,02 ug GAE/ml, azlcares totales de 7,83% y un

contenido microbiano total de 1,3x10® UFC/ml y un diametro de inhibicion de E. coli de 2,50mm.

En una investigacion donde aprovecharon los residuos que se obtienen del café (borras), (Carvajal,
2019, pp.55-56) para conocer las caracteristicas microbioldgicas, fisicoquimicas y organolépticas del
producto obtenido, realizaron varios ensayos y pruebas para determinar cual era la formulacion
que presenta los mejores resultados en los aspectos fisicoquimicos, microbioldgicos y sensoriales.
Analizaron la kombucha a los 5 dias de fermentacion y obtuvieron los siguientes resultados: en
la parte microbioldgica, en el recuento de mohos y levaduras 82,5x10° UFC/ml; aerobios totales
60,7x10° UFC/ml; coliformes totales <1,0x10* UFC/ml y E. coli 1,0x10* UFC/ml. En la parte
fisicoquimica obtuvieron lo siguiente: sélidos solubles 8,3 °Brix; acidez titulable 0,402g/100ml y
pH 2,73. En la evaluacion sensorial aplicada a en la poblacién de Jipijapa en la provincia de
Manabi, el producto que obtuvieron tiene un valor minimo de aceptacion de 4 que equivale a
“muy bueno” al utilizar una escala de likert de 1 al 5. En la investigacion concluyeron que, la
kombucha a base de borras de café es viable y consigue las mejores propiedades cuando se
encuentraen un pH de 2,80 a 3, es por ello que, le otorga una acidez agradable en boca sin residuos
amargos. Ademas, con 12g/L de azlcar y una fermentacion de 9 dias obtiene una bebida con un
dulzor y fermentado adecuado, lo que le da un sabor agradable. Sin embargo, sugieren que una

concentracion de 36% de café para que la bebida obtenga un cuerpo y un aroma adecuado.
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2.2 Referencias Tedricas

2.2.1 Probidticos

Son microorganismos Vvivos que, al ser ingeridos en una cantidad adecuada llegan a aportar un
beneficio en la salud (NIH, 2022, p.1), por lo general, estos microorganismos son de forma bacilar o
cocobacilar gram positivos, tienen la capacidad de desdoblar estructuras complejas
(carbohidratos), para obtener compuestos mas sencillos (acido lActico, acético, férmico,
propidnico, entre otros), estos productos ayudan a la digestién, e incluso a eliminar agentes

patégenos del intestino para mantener en equilibrio el sistema inmunoldgico (Salazar & Montoya,
2003: p.21).

2.2.2 Requisitos de los microorganismos para considerarse probiéticos

De acuerdo con (Rondon et al., 2015: p.125) para poder considerar a un microorganismo como
probidtico es necesario que cumpla con ciertos requerimientos (seguridad, funcionales y

tecnoldgicos) como se menciona a continuacion:

2.2.2.1 Requerimiento de seguridad

e Las cepas deben ser de origen humano.
o Deben ser aislados de humanos sanos.
e No deben ser patdgenos ni tdxicos.

o No deben presentar genes trasmisibles con resistencia antibidtica.

2.2.2.2 Caracteristicas Funcionales

e Sobrevivir al ambiente gastrointestinal.
o Adherencia a las paredes de la superficie epitelial y resistencia al tracto gastrointestinal.
e Actividad antago6nica contra los agentes patdgenos.

e Actividad anticancerigena y antimutagénica.

2.2.2.3 Aspectos tecnoldgicos

e Contar con un nimero viable de cepas que pueden generar un efecto benéfico demostrado.

¢ Viabilidad durante el procesado.
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e Estable en el producto elaborado y durante el almacenamiento.

e Evidencia cientifica: estudios demostrados sobre la eficacia en los seres humanos.

2.2.3 Microorganismos probiéticos

Por lo general, los microorganismos usados como probidticos son de origen humano y no son
considerados patdgenos. Sin embargo, deben conservar su viabilidad durante el procesamiento y
transito por el intestino, debido a su tolerancia a los &cidos y sales biliares (Ragavan & Das, 2017:
pp.451-455). En la Tabla 1-1 se observa los principales microorganismos empleados como

probidticos.

Tabla 1-2: Principales microorganismos empleados como probi6ticos

Lactobacillus Bifidobacterium Otros
L. acidophilus B. adolescentis Lactococcus
L. brevis B. bifidum L. lactos
L. buchneri B. breve L. cromoris
L. bulgaricus B. infantis L. diacetylactis
L. casei B. lactis
L. cellobiosus B. longum Bacillus
L. crispatus B. subtilis
L. curvatus Enterococcus  B. coagulans
L. fermentum E. faecalis
L. gasseri E. faecium Otros
L. johnsonii Escherichia coli
L. keflir Streptococcus  Leuconostoc spp.
L. lactis S. salivarius Pediococcus acidilactici
L. plantarum S. thermophilus
L. reuteri
L. rhamnosus GG Sacharomyces
L. sakei S, boulardii
L. salivarius S. cerevisiae

Fuente: (Castafieda, 2014, p.1)
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2.2.4  Productos probioticos a base de frutas

En la actualidad, se ha mostrado un interés por la compra de productos probi6ticos a base de jugo
de frutas, debido a que, contienen varios nutrientes como son: minerales, vitaminas, fibras
dietéticas, antioxidantes, etc. Ademas, no presentan riesgos o impedimentos que condicione su
consumo como es el caso de los productos lacteos, que son limitados para cierto grupo de la
poblacidn (Tuorila & Cardello, 2002; citados en Song et al., 2012: pp.12-13). Por otra parte, para elaborar este
tipo de bebidas hay que tomar en cuenta la cepa apropiada de microorganismos y el tipo de fruta
a utilizar, debido a que, de esto dependera su impacto sensorial en el consumidor, un claro ejemplo
es el uso de L. plantarum, cuando se agregd a un jugo de naranja, el resultado fue insatisfactorio,
ya que, los consumidores no lo prefirieron (Song et al., 2012: p.13). Por el contrario, en un estudio
realizado por (Wang et al., 2009; citados en Song et al., 2012: p.13) demostr6é que el jugo de noni es un
sustrato ideal para elaborar probidticos, en los cuales se utilizé especificamente las cepas B.

longum y L. plantarum, mostrandose asi, la idoneidad en este tipo de bebida.

En otro estudio realizado por (lsas et al., 2020: pp.1-11) se evidencid la eficacia al utilizar la chirimoya
(Annona cherimola mill) como sustrato para el crecimiento de bacterias acido-lacticas, que fueron
aisladas de frutos autéctonos del noreste de argentina, durante la fermentacion a 30°C por 48
horas, seguido por un almacenamiento de 21 dias a 4°C, el recuento final fue de 1x10*UFC/mL
considerandose asi, una bebida probidtica funcional, por otra parte, no se evidencié cambios en
la capacidad antioxidante de la bebida, solo en su contenido de fenoles. Los resultados en esta
investigacion demuestran la eficacia al utilizar frutas con un alto contenido en azucares (fructosa,

glucosa) como es la chirimoya.

2.2.5 Beneficios de los probioticos

De acuerdo a reportes cientificos, las bacterias probioticas pueden reducir la incidencia del cancer,
debido a que, son componentes dietéticos, aunque, no exista mucha informacién, lo que se ha
demostrado es que ciertos miembros del género Lactobacillus y Bifidobacterium spp., pueden
llegar a disminuir los niveles de enzimas cancerigenas, que son producidas por la flora colénica
mediante la normalizacion en la permeabilidad intestinal y el equilibrio de la microflora, incluso,
permite la formacion de &cidos organicos antimutagénicos, logrando asi, la mejora del sistema

inmunitario del huésped (Kechagia et al., 2013: pp.4-5).

De acuerdo a (Kechagia et al., 2013: p.5) los alimentos que contienen bacterias probioticas,
posiblemente puedan prevenir ciertas enfermedades, entre estas de las arterias coronarias al

reducir el colesterol sérico, de la misma manera, permite el control de la presion arterial, debido
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a los mecanismos que ejercen las bacterias probidticas como son: interferencia con la absorcion
de colesterol del intestino, permitiendo asi, la absorcion directa del colesterol, dando como
resultado la formacion de productos de fermentacion que afectan los niveles sisteméticos de
lipidos en la sangre, mediante un efecto antihipertensivo, aunque, todo esto esta en debate porque

se necesita mayor investigacion en seres humanos a largo plazo.

De acuerdo con (Quirénsalud, 2021, p.1) los principales beneficios de los probioticos son los

siguientes:

e Prevenir y combatir enfermedades intestinales como son: colitis, sindrome de intestino
irritable, enfermedades de crohn e inflamacién intestinal.

e Combatir enfermedades como el cancer, candidiasis, hemorroides e infecciones urinarias.

e Combatir la diarrea y el estrefiimiento, regulando el transito intestinal.

e Aumentar la absorcion de nutrientes como es la vitamina B, calcio y hierro.

e Fortalecer el sistema inmunoldgico, aumentando la produccion de macréfagos, células que se
encargan de defender el organismo.

o Impedir la proliferacion de bacterias patégenas en el intestino.

e Ayuda a digerir la lactosa, especialmente en aquellas personas que presentan intolerancia a
este componente.

e Prevenir problemas como obesidad, colesterol alto e hipertension.

e Prevenir alergias e intolerancias alimenticias.

e Ayudar a mejorar el estado de &nimo, en estudios se menciona que existe una relacion directa
entre el equilibrio de la flora intestinal con la disminucion de enfermedades como la depresion

y la ansiedad.
2.2.6 Mecanismos de accion de los probioticos
Entre los mecanismos de accion de los probiédticos se destaca el aumento de la adhesion a la
mucosa intestinal, mejora de la barrera epitelial, inhibicion de la adhesion de patogenos,

produccion de sustancias antimicrobianas, exclusion competitiva de microorganismos patégenos

y modulacién del sistema inmunitario (Nevado, 2021, p.1). Esto se puede observar en la figura 1-1.
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llustracion 1-2: Mecanismo de accion de los probi6ticos
Fuente: (Nevado, 2021, p.1).

2.3 Kombucha

Es una bebida fermentada, no alcoholica, a la cual se le afiade agua, té negro o té verde con azlcar,
lo cual permite el crecimiento de levaduras y bacterias denominadas “SCOBY” (Symbiotic
culture of bacteria and yeast), por lo general, la fermentacion se lo realiza en un recipiente abierto,
por tiempo de 2 a 3 semanas a temperatura ambiente, dando como resultado una bebida con un
sabor dulce con un ligero toque &cido. La kombucha presenta relacién con la salud, porque ayuda
a equilibrar la flora intestinal, fortalece el sistema inmunol6gico, mejora el funcionamiento del

intestino, desintoxica el higado, entre otros (Zanin, 2022; Citados en Campos et al., 2018: pp.111-157).

2.3.1 Origen

La Kombucha aparecio en el noreste de China en una pequefia region conocida como Manchuria,
alrededor del afio 220 a.c., la bebida empezd a conocerse por sus propiedades curativas. En
informes se relata que el nombre de la bebida deriva del Dr. Kombu, un médico de origen coreano
que llevo el té fermentado hacia Japdn, para poder curar al emperador Inkyo, este, al ver los
beneficios que le aportd, lo recomendo a todo el territorio, es asi que, se expandio tanto que llego
a Europa como resultado de la expansion de rutas comerciales en el siglo XX, el lugar donde mas
se dio a conocer fue en Rusia a la que se le denomindé “Kambucha” y Alemania
“Kombuchaschamm”. La popularidad se vio afectada durante la “Segunda Guerra Mundial”,

debido a la escasez de recursos (azlcar y té), pero no fue hasta el afio de 1960 que se hizo tan
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popular, luego de que se realizara una investigacion en Suiza y se comparara sus beneficios a la

salud con los del yogurt (Troitino, 2017, p.1).

2.3.2 Scoby

Segun (Gonzalez et al., 2018: p.339), €S un cultivo simbiotico de bacterias y levaduras conocido como
“Scoby” por sus siglas en inglés (symbiotic culture of bacteria and yeast). En datos de literatura
se menciona que, durante el crecimiento de la simbiosis microbiana, se comienza a formar una
“colonia macroscépica plana en la superficie de la solucion de t€”, en el que se encuentran
diferentes grupos de bacterias acéticas Acetobacter xylium, Acetobacter xylinoides, Bacterium
gluconicum, Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus y levaduras Zygosaccharomyces,
Pichia, Brettanomyces, Schizosaccharomyces, Sacharomycodes, Torulospora y Candida. se
puede destacar la levadura Saccharomyces cerevisiae, siendo de amplio uso a nivel industrial,
ademas, se encuentra dentro del grupo de probidticos mas usados, debido a que sus propiedades
fisicoguimicas le confieren la capacidad de generar una relacion simbi6tica entre el huésped y su

microbiota intestinal (Diaz et al., 2017: pp.175-189).

Es importante destacar que las bacterias y levaduras que se encuentran formando parte de la
estructura celuldsica denominada “Scoby” dependen unas de otras. Las levaduras proporcionan
aminoacidos esenciales para los Lactobacillus y estos producen nutrientes para la levadura, esto
nos demuestra que el metabolismo de estas especies permite la interaccion simbidtica entre estos
dos géneros microbianos (Torres, 2017, pp.18-51). La simbiosis de bacterias y levaduras cumple una
funcion protectora creando una capa doble contra los agentes patdgenos que traten de invadir el
medio liquido, asi mismo, el pH bajo del “starter o liquido iniciador” ayuda a romper las
membranas celulares de las bacterias no deseadas, lo cual reduce la probabilidad de que en la

bebida se genere alguna toxina (Crum & Lagory, 2016; citados en Granda & Estupifian, 2019: p.19).

2.3.3  Composicién microbioldgica de la kombucha

En la kombuha, la composicion microbiana es muy variante, debido a que, ciertas bacterias y
levaduras predominan durante el proceso de fermentacién, estas dependen unas de las otras para
su existencia, lo cual crea una simbiosis que le permite su proteccion contra agentes externos,
para ello, es de gran importancia realizar pruebas microbiol6gicas para determinar el grado de
seguridad y calidad que puede otorgar el alimento, sobre todo es fundamental tener el
conocimiento sobre las condiciones higiénicas en las que se realizan los productos, los riesgos y
la vida atil del mismo, hay que destacar que varios investigadores han realizado pruebas en sus

productos y los microorganismos que se han reportado se observa en la tabla 2-2.
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Tabla 2-2: Microorganismos presentes en la kombucha.

AUTORES

LEVADURAS

BACTERIAS ACIDO ACETICAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS

(Tran et al., 2020: p.963; Bellut et al., 2018:
p.66)

Brettanomyces ( Dekkera )
Brettanomyces bruxellensis
Hanseniaspora valbyensis
Saccharomyces cerevisiae
Hanseniaspora opuntiae
Pichia aff. fermentans

Galactomyces geotrichum

Acetobacter indonesiensis
Acetobacter papayae
Komagataeibacter saccharivorans

Gluconacetobacter entanii

(Coton et al., 2017: pp.1-17)

Candida boidinii

Dekkera andémala

Dekkera bruxellensis
Hanseniaspora valbyensis
Wickerhamomyces anomalus
Pichia membranifaciens
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces uvarum
Torulaspora microelipsoides
Zygosaccharomyces bailii

Zygotorulaspora florentina

Acetobacter lovaniensis Oenococcus oeni

Acetobacter okinawensis Lactobacillus nagelii
Acetobacter peroxydans Lactobacillus satsumensis
Acetobacter syzygii

Acetobacter tropicalis

Gluconacetobacter eurapaeus

Gluconacetobacter hansenii

Gluconacetobacter intermedio

Gluconobacter cerinus

Gluconobacter oxydans

Tanticharoemia sakaeratensis
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(Kaashyap et al, 2021: p.4446)

Starmella sp.
Galiella rufa
Hanseniaspora sp.

Zygosaccharomyces microellipsoides

Microidium phyllanthi
Zygosaccharomyces kombuchaensis
Kregervanrija delftensis

Kloeckera lindneri

Hanseniaspora valbyensis
Nakazawaea ernobii

Malassezia restricta

Geotrichum klebahnii
Kurtzmaniella sp.

Cryptococcus saitoi

Gluconobacter nephelii
Gluconobacter morfiber
Acetobacteraceae bacterium
Acetobacter orientalis
Ameyamaea chiangmaiensis
Acetobacter persicus
Acidomonas methanolica
Asaia Krungthepensis

Asaia astilbis

Tantichaorenia sakaeratensis
Gluconacetabacter medellensis
Swingshia samueiensis
Gluconacetobacter entanni
Gluconacetobacter rhaeticus
Gluconacetobacter intermedius

Acetobacter estunensis

(Zhao et al., 2018: pp.732-741)

Saccharomyces cerevisiae

Arxula adeninivorans

Gluconacetobacter saccharivorans
Gluconacetobacter sp.
Gluconacetobacter europaaeus

Acetobacter aceti

Lactobacillus fermentum
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(Gaggia et al., 2019: p.7)

Zygosaccharomyces parabailli
Dekkera bruxellensis

Komagataeibacter saccharivorans

Komagataeibacter intermedius

Komagataeibacter rhaeticus

(Ireneusz et al., 2022: p.1523)

Candida vini
Schizosaccharomyces pombe
Pichia membranefaciens
Kloeckera apiculate
Kluyveromyces marxianus

Pichia kluyveri

Gluconacetobacter xylinus
Acetobacter xylinum
Bacterium gluconicum
Gluconobacter oxydans
Acetobacter nitrogenifigens

Gluconacetobacter kombucha

Leuconostoc mesenteroides

(De Filippis., et al, 2018: pp.11-16)

Hanseniaspora vineae

Torulaspora delbrueckii

Gluconacetobacter spp.

Lactococcus sp.

Streptococcus sp.

(Yang et al., 2022: p.670)

Trigonopsis variabilis
Issatchenkia orientalis
Cyberlindnera jadinii

Trigonopsis variabilis

Gluconacetobacter liquefaciens
Komagataeibacter rhaeticus
Gluconobacter japonicus
Gluconobacter frateurii

Komagataeibacter oboediens

Bacillus coagulans
Lactobacillus nagelii
Lactacillus mali
Bifidobacterium longum

Bifidobacterium bifidum

(Filofteia et al., 2020: p.1780; Pei et al.,
2020: p.1)

Pediococcus pentosaceus
Pediococcus acidiliactici

Lactobacillus plantarum

Realizado por: (Montero, Luis, 2022)
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2.3.4 Composicion quimica de la kombucha

Dentro de la composicion quimica de la kombucha, existen factores que pueden alterar y afectar
la composicién y concentracion de los metabolitos, entre estos se encuentra: el tiempo de
fermentacidn, la concentracion del té, azucar, la temperatura y el inculo (Barbosa et al., 2019, p.468).
Entre los componentes de mayor importancia que puede llegar a aportar la bebida es el &cido
glucurédnico, este acido es un paso vital en el metabolismo de las hormonas esteroides y de la
adrenalina, ademas, de acuerdo con informes, puede llegar a ser Gtil contra la enfermedad de la
artritis. Es por ello, por lo que el acido glucurdnico es uno de los componentes mas impactantes

que llega a tener la kombucha, debido a su metabolismo farmacolégico (Ansari et al., 2019; citados en
Mojtaba et al., 2020: p.2).

Otro componente importante dentro de la kombucha es el &cido etanoico (&cido acético)
considerado una “plataforma quimica vital”, este compuesto ha sido utilizado hace mucho tiempo
atrds como mecanismo de conservacion de alimentos, entre sus caracteristicas mas relevantes se
mencionan las siguientes: es un &cido transparente, incoloro, corrosivo y de olor acre y amargo.
Hoy en dia la alta demanda de este acido ha sido asociada por su importancia medicinal, es por
ello, la importancia de consumir el té fermentado denominado “kombucha”. EIl &cido etanoico es

el principal producto que se obtiene como resultado de la fermentacion (Khosravi et al., 2019; citados
en Mojtaba et al., 2020: p.2).

De forma general, la kombucha presenta una amplia variedad de compuestos quimicos, inclusive
se encuentran polifenoles de sustrato: azlcares como sacarosa, glucosa y fructosa, &cidos
organicos entre estos se encuentran el acido acético, glucénico, citrico, L-lactico, malico,
tartarico, mal6nico, oxalico, succinico y piravico; fibra; etanol, aminoacidos; aminas biogenas;
purinas; pigmentos; lipidos; proteinas; elementos esenciales como es el cobre, hierro, manganeso,
niquel y zinc; vitaminas B1, B2, B6, B12 y C; dioxido de carbono, sustancias antibiticas y
enzimas hidroliticas (Kapp & Summer, 2019: pp.66-70). A continuacion, en la tabla 3-2 se observa la

composicién quimica de la kombucha.
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Tabla 3-2: Composicion quimica de la kombucha

Promedio de Sacarosa Tiempo de
Compuesto Composicion Inicial fermentacion (dias)

Acido acético 5,6g/L 70g/L 15

Acido acético 8,360/L 100g/L 18

Acidos Acido acético 11g/L 100g/L 30

Organicos  Acido glucénico 39g/L 100g/L 60

Acido glucurénico 0,0160g/L 70g/L 21

Acido lactico 0,18g/L 100g/L 18

Vitamina B1 0,74mg/ml 70g/L 15

Vitamina B2 8mg/100ml 70g/L 10

Vitaminas Vitamina B6 0,52mg/ml 70g/L 15

Vitamina B12 0,84mg/ml 70g/L 15

Vitamina C 25mg/L 70g/L 10

Etanol 5,5¢/L 100g/L 20

Compuestos Proteina 3mg/ml 100g/L 12

Generales  Polifenoles de té GAE de 7,8mm 100g/L 15

Minerales  Cu, Fe, Mn, Ni, Zn 0,1a0,4pug/mL 70g/L 15
Br, CI,, Br, |-,

Aniones NOs~, HPOs™, SO+~ 0,04 a 3,20mg/g 100g/L 7

Fuente: (Villarreal-Soto et al., 2018: pp.580-588)

2.3.4.1 Acido glucurénico

Es un écido carboxilico que se forma al oxidarse la glucosa, es uno de los componentes mas

importantes y valiosos de la kombucha. Por lo general, este &cido se forma en el higado del ser

humano, siendo asi, un desintoxicante natural. Una de las caracteristicas mas relevantes es que

puede unirse a los xenobidticos incluso a los fenoles presentes en el higado, lo cual genera que el

rifidn pueda excretar de forma eficiente una mayor cantidad de esta sustancia. Ademas, el acido

glucuronico es un precursor de la vitamina C (Jayabalan et al., 2014: pp.538-550).
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2.3.4.2 Acido gluconico

Es un &cido producido por hongos y bacterias a partir de glucosa, mediante el proceso de
oxidacion, lo que le otorga la capacidad de preservar alimentos (Han, 2020, p.1). Cabe destacar que,

el &cido glucdnico juega un papel muy importante en la parte sensorial de la bebida de kombucha
(Li etal., 2022: pp.4-5).

2.3.4.3 Acido Acético

Es una sustancia ampliamente utilizada en las industrias alimentaria, quimica, textil e incluso en
la farmacoldgica (PCC Group, 2021, p.1). La kombucha, al estar formado por una simbiosis de
microorganismos del género Acetobacter, genera como subproducto de la fermentacion lo que se
conoce como &cido acético, el cual, su ingrediente activo es el vinagre. Los beneficios que llega
aportar esta sustancia son: Reduce los niveles de insulina después de una comida, posee
polifenoles que se encarga de evitar el estrés oxidativo, elimina bacterias patégenas que se

encuentran en el intestino y ayuda al crecimiento de las bacterias benéficas, entre otros (InBody,
2018, p.1).

2.3.5 Fermentacion

Es un proceso catabolico realizado por seres vivos (bacterias, levaduras o células de animales) o
no vivos (enzimas), que se encaran de romper las estructuras de los compuestos organicos
mediante reacciones en ausencia de oxigeno para obtener energia. La fermentacion ha sido un
método aplicado desde la antigliedad para la conservacién de los alimentos, aunque, es uno de los

menos comprendidos (Morales, 2014, p.41).

Segln (Redzepi & Zilber, 2018; citados en Granda & Estupifian, 2019: p.23), la fermentacion es un proceso
en el que se transforma un alimento por medio de enzimas producidas por microorganismos, en
otras palabras, los microorganismos transforman el azlcar en otra sustancia en ausencia de

oxigeno.

En la kombucha, se produce un proceso catabélico de oxidacion de sustancias organicas, lo cual,
genera como resultado la produccion de compuestos organicos y energia, ademas, las moléculas
generadas de ATP propias de la fermentacidn, son consumidas por los mismos microorganismos,
siendo los carbohidratos los principales sustratos (glucosa, fructosa), los cuales se obtienen de la

pulpa de las frutas (Helmenstine, 2020, p.1).
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En la fermentacion de kombucha, existen factores criticos que pueden afectar al producto final,
como la temperatura, el oxigeno, CO2, tiempo, pH, concentracion de azucar, el tipo de infusion,
estructura del hongo del té, entre otros, cualquiera de estas variantes puede afectar en las
propiedades organolépticas, fisicoquimicas, el rendimiento, la calidad nutricional y la actividad
bioldgica de la kombucha (Villareal-Soto et al., 2018; citados en Granda & Estupifian, 2019: pp.23-24).

2.3.5.1 Fermentacién alcohdlica

Es un proceso anaerdbico en el que intervienen levaduras, mohos e incluso algunas bacterias que
se encargan de generar cambios en sustancias organicas. Las levaduras se encargan de transformar
los carbohidratos (azUcares: glucosa, fructosa, sacarosa, almidén, etc.), en etanol (CHs-CHz- OH),
dioxido de carbono (CO2) y ATP, este a su vez, €s consumido por los mismos microorganismos
en su metabolismo celular energético anaerdbico. El objetivo de la fermentacién alcohdlica es

proporcionar energia anaerébica a los microorganismos a partir de un azlcar (glucosa) (Vazquez &
Dacosta, 2007: pp.252-253).

H O Glucolisis
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llustracién 2-2: Fermentacion alcohdlica
Fuente: (Portal académico CCH, 2017, p.1)
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2.3.5.2 Fermentacidn acética

Es producida por bacterias aerobias del género Acetobacter, las cuales se diferencian de las
levaduras que producen alcohol en ausencia de oxigeno, estas requieren una cantidad alta de O:
para su crecimiento y actividad metabodlica. El proceso metabdlico se basa en la conversion de
etanol en acetaldehido (RX catalizada por la enzima alcohol deshidrogenasa) y del acetaldehido

hidratado en 4cido acético por el mecanismo de la enzima acetaldehido deshidrogenasa (Yabalan,
2007; citados en Morales, 2014: p.43).

C:HsOH + O, =—=» Acetobacter aceti ===p CH;:COOH + H-O

2.3.5.3 Fermentacién lactica

Para continuar con el proceso de la glucdlisis, es necesario pasar por la ruta del metabolismo del
piruvato, en el cual, para obtener lactato debe pasar por la fermentacion lactica. La glucélisis en
su proceso metabdlico necesita de la glucosa y de la encima NAD+ (nicotinamida adenina
dinucledétido), pero cuando no hay la presencia de oxigeno, el NADH+ no puede reoxidarse a
NAD+ (se detiene el proceso de glucdlisis), debido a que este es el ultimo aceptor de electrones,
lo cual, lo hace imprescindible para la oxidacion del piruvato. En estas circunstancias el piruvato
se reduce a lactato, aceptando los electrones del NADH y regenerando asi en NAD+ para
continuar con el proceso de la glucdlisis y obtener energia en forma de ATP’s. En si, la
fermentacidn lactica es responsable de la elaboracion de productos lacteos acidificados, entre

otros, una de las caracteristicas es el poder de conservar los alimentos debido al descenso del pH
(Portal académico CCH, 2017, p.1).

Las LAB ocupan la glucosa mediante la via Embden-Meyerhof-Parmas para obtener &cido lactico
(homofermentacién), o la via del fosfato pentosa (heterofermentaicion) donde se obtiene acido

lactico, etanol y CO2, y con la fructosa se utiliza para producir etanol en vez de acido acético
(Laureys et al., 2019: pp.165-174).
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Fuente: (Portal académico CCH, 2017, p.1)
2.3.6  Puntos criticos en la fermentacion de kombucha

2.3.6.1 Sustrato

El sustrato tradicional de la kombucha es el té negro o té verde, con un 5 a 8% de sacarosa, existen
estudios en los cuales exponen que se puede utilizar los desechos de té para la elaboracién de la
bebida, ademas, la infusién de té verde o negro le otorga propiedades estimulantes que aceleran
el proceso de fermentacién, lo cual genera que la fermentacion de la kombucha se de en un menor

tiempo (Jayabalan et al., 2014; citados en Granda & Estupifian, 2019: p.24).

El té verde o te negro presenta una alta concentracion de taninos. Los taninos son moléculas
complejas, conocidos como polifenoles, sus efectos sobre las membranas mucosas son
astringentes y condensantes. Los taninos generan que la produccién de alcohol sea baja, es por
ello, por lo que se utiliza a nivel mundial este tipo de té de hierbas, a diferencia de otros que
contienen una mayor cantidad de aceites volatiles y de esporas que el té normal, esto llega a
intervenir con las bacterias que se encuentran en la kombucha, ya que genera que el producto final
sea de baja calidad (Stevens, 2003, p.16).



2.3.6.2 Temperatura

En una investigacion realizada en la ciudad de Ambato, fermentaron la kombucha a una
temperatura ambiente promedio de 15°C, en el que se obtuvo los mejores resultados a las 209
horas, pero, hay que tomar en cuenta el sustrato utilizado, porque de esto dependen las mejores
caracteristicas en la bebida. EI mejor resultado reportado fue al utilizar el tratamiento albl con
un preparado de 1009/ de azUcar + 29/l de té, en el cual influyé en el pH y la acidez debido a la

produccién de acidos entre ellos el cido glucurdnico y acético (Vargas, 2011, p.34).

La kombucha jamas debe ser sometida a temperaturas mayores a 35°C, puesto que pueden perder
sus preciados nutrientes y su calidad bioldgica. Las personas que tengan problemas con el azlcar
deberan fermentar de forma correcta la kombucha y obtener un vinagre suave, esto se puede llegar
a obtener entre 10 a 20 dias dependiente la temperatura del ambiente. Por lo general, muchos
expertos mencionan que la temperatura 6ptima para fermentar la kombucha es a 23°C, debido a

gue, a menor temperatura se obtiene un mejor sabor en la bebida, pero se sacrifica la carbonatacion
(Rubio, 2007, pp.27-47).

2.3.6.3 Tiempo

El tiempo de fermentacion varia de acuerdo con los resultados a los cuales se quiera llegar, por lo
general, se utiliza un promedio de 15 dias, es recomendable no una fermentacion prolongada
debido a que, la acumulacion de &cidos organicos puede llegar a niveles dafiinos para ser
consumida. El tiempo de fermentacion es responsable de los atributos sensoriales, entre 6 a 10

dias se obtiene un sabor frutal, a mayor tiempo se obtiene un sabor avinagrado (Villarreal-Soto et al.,
2018; citados en Granda & Estupifian, 2019: p.25).

Segln (Rubio, 2007, pp.27-47) para obtener una buena “madre de kombucha”, es necesario al menos
12 dias a una temperatura ambiente (23°C), en este tiempo la bebida se tornara altamente &cido,
este 4cido lo hace que sea medicinal, debido a que, se han formado correctamente todos los &cidos
terapéuticos que son especificos para esta bebida. Si la fermentacién se lo hace en 7 dias, se
obtendra una bebida muy similar a la sidra, algo dulce en el paladar, esto no es recomendable,
porque el cultivo puede quedar “algo flojo”, al acortar el ciclo de desarrollo de las bacterias estas
se reducen, mientras las levaduras son fermentadas generando que a largo tiempo el cultivo se
debilite, es por ello que, si se desea una bebida dulce es recomendable hacer por un lado el cultivo

y por el otro la bebida en recipientes diferentes.

26



En un estudio realizado en la ciudad de Ambato se obtuvo que el tiempo de fermentacion 6ptima
en la “kombucha” es de 209 Horas, el cual se encuentra bordeando el tiempo 6ptimo de 240 a 288
horas segun (Vargas, 2011, pp.1-93).

2.3.6.4 Sacarosa

El azlcar, es un componente importante en la actividad metabolica de la kombucha. Los
microorganismos se alimentan de ello, de lo cual les permite obtener energia, ademas, otra fuente
de energia se lo adquiere de los minerales y del nitrégeno que se extrae del liquido de las hojas
del té. Por lo general, las personas que padecen problemas de diabetes dejan un tiempo mas

prolongado la fermentacion, para asi obtener un contenido bajo de azlcar o en su mayoria fructosa
(Shenoy et al., 2019, p.1).

Los sélidos solubles se componen de azlcares, sales, acidos y otros compuestos organicos
presentes en el interior de la fruta (Flores, 2021, p.1). Los grados Brix (°Bx) se encarga de medir la
dulzura de un alimento, es una escala que mide la cantidad de sacarosa disuelta como porcentaje
de solucion total. Se recomienda un valor de 12 °Brix como lo ideal para obtener una bebida
equilibrada, que no sea ni muy acida ni muy dulce (Redzepi & Zilber 2018; citados en Granda & Estupifian,
2019: p.26). De acuerdo con (Zubaidah, et al., 2019: pp.1-3) el consumo de solidos solubles es de 1 a
2°Brix de acuerdo con el tiempo de fermentacion, en su investigacion utilizé diferentes variedades
de “snake fruit” y fermentd con kombucha, obteniendo un consumo de azlcares entre 0,87 a 1,05

°Brix, a los 14 dias de fermentacion.

Es importante destacar que una cantidad elevada de sacarosa no define la produccién de la pelicula
celuldsica (Trevifio et al., 2020: pp.119-123; Villarreal-Soto et al., 2018: pp.580-588), debido a que, mientras
se aumenta la cantidad de sustrato ocasiona una disminucidn de la pelicula, porque produce una

mayor cantidad de productos metabdlicos que genera una inhibicién del producto.

2.3.6.5 pH

Segln (Sreeramulu et al., 2000: pp.2589-2594; Martinez et al., 2018: pp.390-399) la fermentacion se lleva
acabo de 7 hasta 60 dias, o hasta que alcance un pH 6ptimo de la bebida “kombucha” entre 3,5 a
4,2 esto es resultado de la formacion de acidos orgénicos (acético, glucurénico, gluconico), los
cuales son responsables de la actividad bioldgica de la bebida. Por otra parte, se menciona que el

pH no debe ser menor a 3, ya que puede afectar el sabor (Villarreal-Soto et al., 2018: pp.580-588).
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Es importante mencionar que, el pH, no es un indicador que me informa si la “kombucha” ya esta
lista, lo que, si me demuestra, es que, la fermentacion esté siguiendo una via correcta y que la
sustancia se esta acidificando de forma normal. Cuando la bebida se encuentra por debajo de 4 en
el valor del pH, nos quiere decir que es segura, en pocas palabras, no se van a formar mohos o
agentes patégenos gque pongan en riesgo su consumo, es por eso que, para lograr una correcta
acidez inicial es necesario agregar un poco de “kombucha madre o cultivo iniciador” para obtener

la acidez ideal y confirmar que el proceso se esté llevando de forma iddnea (You Brew Kombucha,
2017, p.1).

De acuerdo a laFDA, no se recomienda una fermentacion prolongada (7-10 dias), en vista de que
puede generar un efecto nocivo hacia el consumidor, por la acumulacién muy excesiva de &cidos
organicos, equivalente a beber vinagre sin diluir (PDA, 2017, pp.1-4), ademas, la duracién de la
fermentacion depende de los atributos sensoriales que se desea, entre 6 a 10 dias se obtiene un

sabor refrescante afrutada, a lo contrario, mayor a 10 dias se obtiene un sabor avinagrado (Villarreal-
Soto et al., 2018: pp.580-588).

En muchas investigaciones varia el pH en los resultados, esto se debe a los cambios que se dan a
la bebida, pero principalmente por el tipo de té que se utiliza en la preparacion, ya que este influye
de manera significativa en los parametros asociados con el potencial antioxidante, el pH, el
contenido de acido acético, alcohol o azlicar (Cujilema, 2021, p.20).

2.3.6.6 Ambiente selectivo

Para una correcta elaboracién de Kombucha es necesario la presencia de oxigeno, porque la
fermentacion es aer6bica, de esto depende el obtener un cultivo sano y vigoroso. Para la
respiracién de las colonias de kombucha se lo realiza con el aire circundante y del medio liquido
de intercambio, por lo que un té que se encuentre bien oxigenado es una de las formas mas
eficientes de empezar la fermentacién. Para darle oxigenacion de forma manual se recomienda
utilizar varillas de bambu, palillos chinos u otro utensilio higiénico de madera o en su defecto de
plastico adecuado para la alimentacion, esto se aplica solo cuando el agua lleva mucho tiempo
reposado en botellas o depositos. El lugar donde se fermentara el té de kombucha debe ser
suficientemente aireado, debido a que, de esto dependera la correcta oxigenacién, ademas, el lugar
debe estar libre de contaminantes (humo de tabaco, vapores de productos quimicos y de la propia

cocina misma gue no cuente con extractor y no este ventilada correctamente) (Rubio, 2007, p.29).
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2.3.7 Preparacion de la Kombucha

La presencia de mohos especialmente en medios liquidos superpone un gran peligro, debido a que
permite que las toxinas se propaguen méas a fondo, contaminando completamente la bebida
(Santillan et al., 2017: pp.1-11). Es por ello que, al momento de elaborar la kombucha se debe utilizar
agua purificada o esterilizada, ademas, el uso de tés limpios y no viejos o de dudosa calidad, ya
gue estas pueden contener esporas que pueden contaminar la bebida, es por eso que, al ser a una
bebida saludable, es necesario tener ingredientes de calidad, porque repercute de forma directa en

el producto final (Rubio, 2007, p.53).

2.3.7.1 Preparacion de la infusion de té

Primeramente, hay que tomar en cuenta los tiempos de infusion del té, estos varian del que se use:
té verde: 5 minutos, rojo: 7 minutos, negro: 10 minutos, a mayor tiempo de reposo se extrae una
mayor cantidad de taninos (méas cargado y amargo). En general, mientras mejor sea el té, menor
sera la temperatura del agua (Rubio, 2007, p.33). El agua se debe llevar a ebullicion y de ahi se lo
deja por 1 minuto y se apaga, a continuacion, se procede a colocar el té de su preferencia y se deja
en reposo de acuerdo con el tipo de té utilizado.

lustracion 4-2: Preparacion de la infusion de té
Fuente: (Llivisaca, 2021, p.24)

2.3.7.2 Endulzado de la infusién

Una vez preparada la infusion se procede a agregar el azlcar seleccionado (blanca, morena, miel,
etc.), esta se deberd mezclar de forma correcta para que quede completamente disuelta, esto se
recomienda realizar cuando la temperatura este por debajo de 30°C, exceptuando el azlcar blanco,

que se le puede afiadir en cualquier momento de la preparacion del té (Rubio, 2007, p.33).
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llustracion 5-2: Adicion de azUcar
Fuente: (Llivisaca, 2021, p.25)

2.3.7.3 Adicién de kombucha madre o cultivo iniciador

Se coloca la infusién en el recipiente donde se va a fermentar hasta que se enfrie por debajo de
los 30°C. De ahi, se agrega entre un 8 a 10% de kombucha madre que se obtiene de una
fermentacidn anterior, esto se realiza para bajar el pH del medio, lograndose asi, una acidez
apropiada, mediante este proceso se acelera la fermentacién y ayuda a la proteccion contra
microorganismos patdgenos. En este momento con la ayuda de algun instrumento de madera
como un palillo chino o cuchara se comienza a batir para oxigenar el medio, se debe batir

enérgicamente hasta formar remolinos en ambos sentidos (Rubio, 2007, p.34).

lHustracion 6-2: Incorporacion de kombucha madre
Fuente: (Llivisaca, 2021, p.26)
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2.3.7.4 Adicion del Scoby

En el fermentador con la mezcla en su interior se procede agregar el “SCOBY” y se tapa la boca
del recipiente con un pafio fino que permita el paso de aire (oxigeno), pero no de polvo, esporas,

ni insectos, etc. Se coloca en un lugar donde no le dé la luz directa, preferible en un lugar oscuro
(Llivisaca, 2021, p.35; Rubio, 2007, p.34).

llustracién 7-2: Adicion del SCOBY
Fuente: (Llivisaca, 2021, p.27)

2.3.7.5 Periodo de cultivo y fermentacién

El tiempo adecuado para obtener una buena Kombucha es de al menos 15 dias, en una temperatura
ambiente de alrededor de 23°C, en este tiempo la kombucha se tornara acida, pero es esta acidez
lo que lo convierte en un producto tan saludable, debido a que, si lo hacemos en menos tiempo (7
dias) se obtendra una bebida muy parecida a la sidra, algo dulce pero puede estar ain muy floja,
esto ocasionara que en las siguientes tandas, el cultivo se debilitara obteniéndose asi una bebida
de baja calidad. El tiempo de fermentacion varia por la temperatura, la cantidad de cultivo e
inclusive la forma del recipiente, hay que recordar que, la oxigenacion es fundamental para el

cultivo, por lo que, la bebida estara antes en un recipiente bajo y ancho que uno alto y estrecho
(Rubio, 2007, p.34).

2.3.7.6 Filtrado

Transcurrido el tiempo de fermentacion se saca la bebida y se lo pasa por un tamiz, este no debe
ser metalico, una buena opcion es de tela. Hay que sacar y guardar el 10% sobre la cantidad que

se quiera hacer de nuevo y es recomendado que sea lo primero que se saca, porque la parte
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superior se encentra en equilibrio en bacterias formadoras del cultivo y de los &cidos beneficiosos.

Esto servira como “Kombucha madre” o cultivo arrancador para la siguiente fermentacion (Rubio,
2007, p.36).

Si se desea lavar la particula gelatinosa se recomienda utilizar agua sin cloro o sumergirlo en el
té fermentado antes de colocarlo, pero si se desea obtener una bebida més gaseosa no se lo debe
lavar, se debe dejar en el fondo con la cantidad adecuada de kombucha madre sin filtrarla. Colar
o no colar el té fermentado es opcional, aunque encontremos sedimentos que no tenga un aspecto
agradable se trata del propio crecimiento de la levadura. Un aporte extra es beneficioso, tanto en

valor nutritivo como probiético, en caso de no ser muy agradable el cultivo se lo cuela o filtra
(Rubio, 2007, p.36).

2.3.7.7 Envasado

La bebida se guarda en botellas tapadas en fresco o en el refrigerador, aunque esté a bajas
temperaturas, la fermentacién continua pero mucho mas lenta. Hay que tener cuidado, debido a
que, si el recipiente es de vidrio y estd cerrado herméticamente la fermentacién continua por
medio de algunas levaduras anaerdbicas, puede darse el caso que por la acumulacion de gas
carbonico esta explote, esto es mas recurrente cuando la bebida todavia es dulce, para evitar esto
es recomendable el uso de tapones de corcho (Rubio, 2007, p.36). Por lo general, en este tipo de
bebida, para impulsar su sabor se realiza una segunda fermentacion, aqui se le puede agregar
frutas, jugos, hierbas, especias, extractos, etc., lo que le dard un mejor sabor a la bebida, las
levaduras presentes en la bebida potenciaran el sabor, a la vez agregard CO2 a la bebida en un

proceso de anaerobiosis entre 1 a 14 dias (Graham, 2020, p.1).

llustracion 8-2: Embotellado
Fuente: (Llivisaca, 2021, p.28)

32



2.3.8 Actividad antibacterial

Existen estudios donde utilizan la kombucha para inhibir el crecimiento de Escherichia coli como
es el caso de (Laurenson et al., 2021: pp.6143-6146; Kaewkod et al., 2019: p.700) quienes utilizaron la
kombucha para reducir el crecimiento de E. coli en los efluentes de establos lacteos y compararon
3 tipos de té para la inhibicion de bacterias patdgenas incluida la E. coli, obteniendo un halo de
inhibicién con té negro de 20-21,3mm, de la misma manera (Arruda et al., 2020: pp.1-13) quien se
baso6 en el desarrollo y andlisis microbioldgicos y fisico-quimicos de una bebida de kombucha
con sabor a uva, donde destaca, que no hubo la presencia de coliformes totales, ni coliformes
termotolerantes y Salmonella, donde utilizaron la técnica de tubo multiple, mostrando la eficacia
al utilizar la kombucha, como un bactericida o bacteriostatico frente a microorganismos

patégenos.

En la investigacion realizada por (Ayed et al., 2017: pp.111-121) quienes utilizaron jugo de uva rojay
lo fermentaron con kombucha, llegaron a la conclusion de que las bebidas elaboradas a partir de
la simbiosis de bacterias y levaduras (SCOBY), pueden llegar a inhibir a microorganismos
patdégenos como son: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Bacillus
cereus e incluso Staphylococcus aureus. De la misma forma (Khaleil et al., 2020: pp.1204-1210)
demostré que la kombucha sirve para inhibir el crecimiento de bacterias patogenas al fermentarla
con guayaba, entre estos se destaca la Klebsiella sp., generando un didmetro de inhibicién de
26,98+0,09 mm.

De acuerdo con (Villamar, 2021, p.67; Carvajal, 2019, p.55; Guzmén, 2021, p.46) obtuvieron un valor de <10
UFC/ml y de <3 NMP/ml, valores que se ubican dentro del rango permitido por la norma (NTE
INEN 2395, 2011, pp.3-4). Incluso, se puede utilizar la kombucha como un aditivo (2 - 4% v/v de
inoculo) y agregarle a jugos (manzana, guayaba, fresa y tomate) y de esta forma obtener un
bioconservante que inhiba el crecimiento de bacterias patdgenas (Al-Mohammadi et al., 2021: pp.5-13).
Esto nos demuestra que muchas frutas al ser ricas en compuestos bioactivos principalmente
polifenoles, antioxidantes, ayudan en el proceso de fermentacidn a inhibir el crecimientos de
bacterias no deseadas, como es el caso de las catequinas, propias de algunas frutas y del té negro
que es la base de la kombucha, asi lo menciona (Wu & Brown, 2021: pp.2-3) quien utilizé galato de
epigalocatequina (EGCG) para inhibir patdgenos obteniendo resultados satisfactorios con E. coli,
P. aeuruginosa, esto nos demuestra que los compuestos bioactivos de la kombucha contribuyen

a la eliminacion de microorganismos no deseados.
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2.3.9 Beneficios de la Kombucha

En varios reportes provenientes de consumidores e investigaciones rusas (Jayabalan et al., 2014:

pp.538-550) Sefiala los principales efectos del consumo de la bebida denomina “kombucha’:

o Desintoxicacion de la sangre

o Reduccion de los niveles de colesterol

o Reduccion de la aterosclerosis por regeneracion de las paredes celulares.

. Reduccidn de la presion arterial

o Reduccion de los problemas inflamatorios

o Alivio de la artritis, el reumatismo y los sintomas de gota

o Promocion de las funciones hepéticas

. Normalizacion de la actividad intestinal, equilibra la flora intestinal, cura las hemorroides
o Reduccion de la obesidad y regulacion del apetito

o Prevencidn/curacion de la infeccién de la vejiga y reduccion de la calcificacion renal
o Estimulacion de los sistemas glandulares

o Proteccion contra la diabetes

o Aumento de la resistencia del cuerpo al cancer

. Efecto antibiotico contra bacterias, virus y levaduras

o Mejora el sistema inmunoldgico y estimula la produccion de interferon

o Alivio de la bronquitis y el asma

o Reduccion de los tratamientos menstruales y los sofocos de la menopausia
o Mejora la salud del cabello, la piel y las ufias

o Reduccion en el deseo de alcohol en un alcoholico

o Alivio de dolores de la cabeza

o Mejora la vision

o Contrarresta el envejecimiento

o Mejora el metabolismo en general

2.4 Chirimoya (Annona cherimola)

Es un fruto de origen tropical, con una forma cénica, oval, esférica o en forma de corazon de 7,5
a 12,5cm de longitud y con un peso de 150g a 1kg. La piel es reticulada de color verde, la parte
comestible es su pulpa blanca, esta es dulce y muy aromatica, por lo general, se consume crudo,
aunque se puede elaborar productos como mermeladas batidas, o helado (Frutas & Hortalizas, 2022,

p.1).
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lustracion 9-2: Chirimoya (Annona cherimola)
Fuente: (Garcés, 2020, p.1)

2.4.1 Taxonomia

Algunos de los aspectos de la especie Annona cherimola relacionados con la sistematica se

observa en la tabla 4-2.

Tabla 4-2: Clasificacion taxonémica de la Chirimoya.

Clasificacion Descripcion

Clase Equisetopsida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novak ex Takht
Superorden Magnolianae Takht

Orden Magnoliales Bromhead
Familia Annonaceae

Género Annona

Especie Cherimila Mill.

Fuente: (Villamarin, 2020, p.22)

2.4.2  Composicién nutricional

Dentro de la composicion nutricional de la chirimoya (Annona cherimola), se encuentra su
contenido elevado en carbohidratos, llegando a un valor de 22%, un valor muy significativo a
comparacion de la mayoria de frutas que llegan como maximo a un 5%, es asi que se convierte
en una fuente de energia ideal para la simbiosis de microorganismos conocidos como “Scoby”,
ademas, esta fruta aporta con proteina, fibra, vitaminas y minerales, convirtiéndole en un fruto

por excelencia, como se observa en la tabla 5-2.
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Tabla 5-2: Composicion nutricional de la chirimoya.

Componente Unidad Concentracion
Agua % 75,7
Carbohidratos % 22,0
Fibras % 1,8
Proteinas % 1,0
Cenizas % 1,0
Grasas % 0,1
Fosforo % 47,0
Calcio mg 24,0
Hierro mg 0,4
Vitamina A Ul 10,0
Tiamina mg 0,06
Riboflavina mg 0,14
Niacina mg 0,75
Vitamina C mg 18,0
Calorias Kcal 81,0

Fuente: (Kawamata, 1977, pp.53-67)

2.4.3 Compuestos bioactivos

2.4.3.1 Compuestos fenélicos

En una investigacion realizada por (Lépez, 2021, p.66) expone que, el contenido de compuestos
bioactivos es alto, entre estos sobresalen los compuestos fendlicos (mg EAG (Equivalentes de
Acido Galico) 100 g-! p.f.), se reporta un valor de 366.27 + 2.934 en peso fresco, pero en peso
seco el valor aumenta a (1494.3 mg EAG 100 g-! p.s.), por lo cual, se lo categoriza como un fruto
con un alto contenido de compuestos fendlicos. La importancia de los compuestos fendlicos
radica en que aportan con beneficios biol6gicos para el hombre, tales como, la prevencion de

enfermedades cardiovasculares y enfermedades regenerativas (Moreno et al., 2014: pp.41-48).

2.4.3.2 Flavonoides

El contenido de flavonoides (mg EQ (Equivalentes de Quercetina) 100 g-* p.f.) reportado por
(Lépez, 2021, p.66) es de 1.840 + 0.692 en peso fresco, lo cual es un valor bajo a comparacion de

otras frutas como es el caso de la guandbana y chincuya, pero hay que tenerlo en cuenta, debido
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a que, posee en su estructura quimica un namero variable de grupos hidroxilo fendlicos, lo cual
le otorga excelentes “propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicion” esto le
otorga una gran capacidad antioxidante (Martinez et al., 2002: pp.271-272) los flavonoides y otros
compuestos bioactivos se obtienen exclusivamente de la alimentacidn, el ser humano no lo puede
sintetizar de forma natural. Al ser considerado como antioxidante cumple un rol importante en la
proteccion frente a dafios oxidativos, a la vez, presenta efectos terapéuticos en la que se incluyen

la cardiopatia esquémica, la aterosclerosis o el cancer (Martinez et al., 2002: p.272).

2.4.3.3 Acido ascorbico

En un estudio realizado por (Lépez, 2021, p.66) determinaron la cantidad de &cido ascérbico presente
en la chirimoya, el valor obtenido del 4cido en (mm EAA (Equivalentes de Acido Ascdrbico) -
100 g-1 p.f.) es de 48.36 £ 0.556, el valor reportado es mayor a frutas como: limén y pifia e igual
al de la naranja, es por ello que se recomienda incluir en la dieta frutos de Anonéaceas por el aporte
en los requerimientos diarios. El acido ascorbico es un nutriente esencial para la sintesis del
coladgeno y es un cofactor en la biosintesis de las catecolaminas, L-carnitina, colesterol,

aminoacidos y algunas hormonas peptidicas (Lépez, 2021, p.68).
2.5 Pepino Dulce (Solanum muricatum)
El pepino dulce también conocido como pepino meldn, esta fruta se caracteriza por su suave

sabor, la forma ideal de consumir la fruta es con toda la cascara, pero lo mejor es optar por el

pepino dulce organico, ya que no contenga ningun residuo de pesticidas (Vera, 2017, p.1).

lustracion 10-2: Pepino dulce (Solanum muricatum)
Fuente: (Vera, 2017, p.1)

2.5.1 Taxonomia

Algunos de los aspectos de la especie Solanum muricatum relacionados con la sistematica se

observa en la tabla 6-2.
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Tabla 6-2: Clasificacion taxonémica del pepino dulce

Clasificacion Descripcion
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Mangoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanéceas
Género Solanum
Subgénero Potatoe
Especie S. muricatum

Fuente: (Vallejo, 2015, p.4)

2.5.2 Composicion Nutricional

El pepino dulce (Solanum muricatum), se destaca por su alto contenido en agua (92,3%), lo cual,
lo hace un alimento ideal para personas con problemas de retencién de agua, este fruto es muy
rico en vitamina C, ademas, aporta con otros nutrientes (carbohidratos, fibra, vitaminas,

minerales, etc.) como se observa en la tabla 7-2.

Tabla 7-2: Composicidn nutricional del pepino dulce (100 g)

Componente Unidad Concentracion
Calorias Kcal 26
Agua % 92,3
Proteinas g 0,3
Carbohidratos g 7
Fibra g 0,5
Cenizas g 4,4
Calcio mg 30
Fosforo mg 10
Hierro mg 0,3
Vitamina A mg 3,17
Vitamina C mg 29,70

Fuente: (Siicex, 2014, p.1)
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2.5.3 Compuestos bioactivos

2.5.3.1 Compuestos fendlicos

En una investigacion realizado por (Guerrero, 2012, p.45) ha medido la cantidad de compuestos
fendlicos que estan presentes en el pepino dulce como se observa en la tabla 8-2.

Tabla 8-2: Contenido de compuestos fenolicos en el Pepino dulce

Cultivo ancestral andino (xSD) expresada en mg GA/100g de fibra
dietética

Pepino dulce cascara 39394,98 + 1382

Pepino dulce pulpa 51299,78 + 3134

Pepino dulce completo 89309 + 957

+SD: Desviacion estandar GA: &cido gélico
Fuente: (Guerrero, 2012, p.45)

En varios estudios se menciona que el aroma agradable del pepino dulce es muy similar al del
meldn, esto es resultado de una compleja combinacion de compuestos volatiles, dentro de estos
se han identificado mas de 30 compuestos entre estos sobresale los acetatos de los alcoholes 3-
metil2-buten-1ol y 3-metil-buten-1-ol, junto con los acetatos de hexilo, butilo y propilo. Existen
varios estudios que le otorgan biocompuestos al pepino dulce, como propiedades nutracéuticas,

antioxidantes, antidiabéticas, antiinflamatorias y antitumorales (Tapia, 2021, p.30).

2.5.4 Beneficios

De acuerdo con (Vera, 2017, p.1) los beneficios que aporta el pepino dulce son los siguientes:

e Posee un alto contenido de vitamina C, lo que evita la aparicion del escorbuto por la
deficiencia de esta vitamina.

e Esrico en vitamina A, por lo que mejora la vision, fortalece los huesos y dientes.

e Esunalimento rico en fibra y calcio, por lo cual evita problemas de estrefiimiento.

e Porsualto contenido de agua (92%), presente propiedades diuréticas, lo cual es recomendable
consumir en personas que padecen problemas de retencion de liquidos.

o Contiene polifenoles llamados lignanos (pinoresinol, lariciresinol y secoisolariciresinol), esto
podria ayudar a reducir el riesgo de cancer de mama, prostata, Gtero, ovario y prostata.

e Este fruto es un buen antiinflamatorio, debido a que, ayuda a tener un mejor dormir.

39



CAPITULO Il

3 MARCO METODOLOGICO
3.1 Localizacion y duracion del experimento
El trabajo de investigacion se realizd en los laboratorios de la Facultad de Ciencias Pecuarias,

ESPOCH, ubicada en Av. Panamericana Sur km 1 1/2 en la ciudad de Riobamba, provincia de

Chimborazo, Ecuador. En la cual se dio uso de las instalaciones de:

. Laboratorio de Biotecnologia y Microbiologia Animal (LABIMA).
. Laboratorio de Bromatologia.
. Laboratorio de Alimentos

El trabajo experimental tuvo una duracion de 80 dias.

3.2 Unidades experimentales

Cada unidad experimental estuvo formado por 1L de bebida probidtica, utilizando en total 16

litros, mismos que fueron distribuidos en 4 tratamientos con 4 repeticiones.

3.3 Materiales, equipos e insumos

3.3.1 Materiales

e Guantes

e Mascarilla

e Mandil

o Cofia

e Vaso de precipitacion
e Pipetas

e Micropipetas

e Cajas petri

o Recipientes de vidrio

e Pera de succién
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Bureta

Pipeta pasteur
Porta objetos
Piseta

Probeta

Tubos de ensayo
Gradilla para tubos
Soporte universal
Espatula

Frasco termo-resistente
Pinzas

Aza de siembra
Marcador

Embudo

Cuchillo

Colador
Picnémetro
Toallas de papel
Liga o goma

Papel de aluminio

3.3.2  Equipos

Cabina de flujo laminar
Balanza analitica
Vortex

Potenciémetro
Refractometro
Autoclave

Refrigerador

Cuenta colonias
Reverbero

Microscopio
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3.3.3 Insumos

e Fenolftaleina

e NaOHO0,1N

e Scoby

e Solucion buffer

e Agua destilada

e Alcohol 92°

e Frutas (chirimoya y pepino dulce)
e Agar (MacConkey, PDA, MRS)

3.4 Tratamientos y disefio experimental

3.4.1 Tratamientos

En la investigacion se evaluaron 4 tratamientos en los cuales se incluyen diferentes niveles
ascendentes de pulpa de chirimoya (5%, 10% ,15%), el cual se compar6 con un tratamiento testigo
(0%). Ademés, a cada tratamiento se le adiciond un valor constante de pulpa de pepino dulce
(10%), de la misma forma se adiciond el 5% de Scoby para todos los tratamientos, el tiempo de
fermentacion empleado fue de 8 dias a una temperatura de 14°C. Como se observa en la tabla 1-

3, donde se especifica cada uno de los tratamientos.

Tabla 1-3: Esquema del experimento

Tratamientos Codigos Repeticiones T.U.E(L) Total (L)
0% pulpa de chirimoya TO 4 1 4
5% pulpa de chirimoya T1 4 1 4
10% pulpa de chirimoya T2 4 1 4
15% pulpa de chirimoya T3 4 1 4

Total, litros de bebida probidtica 16

T.U.E: Tamafio de la unidad experimental (1L)

Realizado por: (Montero, Luis, 2022)
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3.4.2 Disefio Experimental
Las unidades experimentales se distribuyeron bajo un disefio completamente al azar (DCA),
mismo que cuenta con 4 tratamientos con 4 repeticiones y que para su analisis se ajusto al
siguiente modelo lineal aditivo.
Yij=u+ Ti+ Eij
Donde:
Yij: valor estimado de la variable.
u: media general.
Ti: efecto de diferentes niveles de pulpa de chirimoya.
Eij: Error experimental o efecto de la aleatorizacién de los tratamientos en el campo experimental.
3.5 Mediciones experimentales
3.5.1 Analisis fisicoquimico
De acuerdo con la norma (NTE INEN 1101, 2017, p.2; DUS 2037, 2018, p.3)
e pH
e Sdlidos solubles (°Brix)

e % Acidez total (g/100ml)
e 9% Alcohol

3.5.2  Andlisis microbiolégico

De acuerdo con la norma (NTE INEN 2395, 2011, pp.3-4)

e Recuento de Coliformes totales (UFC/ml)
e Recuento de E. coli (UFC/ml)
e Recuento de mohos y levaduras (UFC/ml)

e Conteo de bacterias probitticas (UFC/ml)
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3.5.3 Andlisis organoléptico

e Color
e Olor
e Sabor

e Apariencia

3.5.4 Analisis econémico

e Costo de produccion (délares norteamericanos/L)
e Beneficio/Costo (B/C)

3.6 Analisis estadistico y prueba de significancia

Para analizar los resultados obtenidos en las mediciones experimentales se aplicaron los

siguientes analisis estadisticos:

e Estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y de dispersién.
e Andlisis de varianza (ADEVA).
e Prueba de separacion de medias TUKEY (P <0,05).

e Prueba de Friedman (prueba no paramétrica).

En la tabla 2-3 se presenta el esquema del analisis de varianza (ADEVA), que se aplicé al disefio

completamente al azar.

Tabla 2-3: Esquema del ADEVA

Fuentes de variacion GL
Total 15
Niveles de pulpa de chirimoya 3
Error 12

Realizado por: (Montero, Luis, 2022)
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3.7 Procedimiento experimental

3.7.1 Elaboracién de la bebida probidtica a base de pulpa de chirimoya (Annona cherimola)

En la tabla 3-3, se observa la formulacion para la elaboracion de la bebida probidtica.

Tabla 3-3: Formulacion de la bebida probi6tica con diferentes niveles de pulpa de chirimoya

Ingredientes (%)

Total (%)
Pulpa de chirimoya Agua Té negro Scoby Pulpa de pepino
0 84,5 0,5 5 10 100
5 79,5 0,5 5 10 100
10 74,5 0,5 5 10 100
15 69,5 0,5 5 10 100

Realizado por: (Montero, Luis, 2022)

En la tabla 4-3, se observa las cantidades a utilizar en la formulacién para una bebida probidtica

a base de chirimoya, pepino dulce y kombucha.

Tabla 4-3: Dosificacion de la bebida probidtica con diferentes niveles de pulpa de chirimoya

Ingredientes

Pulpa de chirimoya Agua (ml) Té negro (g) Scoby (g) Pulpa de pepino (g)
0 845 5 50 100

50 795 5 50 100

100 745 5 50 100

150 695 5 50 100

Realizado por: (Montero, Luis, 2022)

El procedimiento se modific6 tomando como referencia a los autores (Llivisaca, 2021, p.35; Rubio,
2007, pp.32-37).

= Recepcion de la materia prima: Se procedi6 a recibir los ingredientes y se verificd que sean
de buena calidad, hay que cerciorarse que todo esté en buen estado y no caducado: chirimoya,
pepino dulce, scoby, té negro, agua, vinagre o kombucha madre.

= Esterilizacion de los envases: Se procedio a esterilizar los envases de vidrio en “bafio de
maria” a 100°C por un lapso de 10 minutos desde que empieza a ebullir. Cumplido el tiempo

se retir0 del calor y se colocé sobre una base limpia.
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Pesado: Con la ayuda de una balanza digital se peso todos los ingredientes de acuerdo con la
férmula establecida.

Preparacion del té: Se colocé la cantidad de agua establecida en una olla a ebullicion, de ahi
se apaga Y se afiade el té negro y se deja reposar por un lapso de 10 minutos, en este tiempo
se elimina la mayor cantidad de taninos, no hay que sobrepasar este tiempo debido a que,
puede generar un sabor amargo.

Colado: Se empled un cedazo y se procedio a quitar todos los residuos del té negro. En el
caso de utilizar sobres de té, este paso no es necesario. De ahi se colocé la infusion en el
fermentador de vidrio apto para alimentos.

Obtencidon de pulpa de frutas: Se retir6 la cascara y las semillas tanto de la chirimoya y del
pepino dulce, de ahi se realizo trozos de las frutas y se lo llevé a la licuadora para reducir el
tamafio de la fruta y quede completamente homogénea, a continuacién, se tamizd para
eliminar restos de semillas y se lo colocé en recipientes separados.

Pesado de la pulpa: Con la ayuda de un recipiente y de una balanza digital se procedi6 a
pesar la cantidad de pulpa a utilizar de acuerdo con los tratamientos establecidos.

Mezclado: En el fermentador se adiciond el resto de agua y a la vez la pulpa de chirimoya y
de pepino dulce y se lo mezcld con algiin material de madera hasta que quede completamente
homogéneo.

Enfriado: Se esper6 hasta que la temperatura sea menor a 30°C para que no genere dafios a
la simbiosis de microorganismos.

Adicion de scoby: Se afiadi¢ la simbiosis de microorganismos conocido como “scoby” en un
5% para cada uno de los tratamientos.

Fermentacion: En el fermentador se cubri6 con un lienzo o tela ligero para que exista la
circulacion con el aire (oxigeno) del entorno y evitar el ingreso de agentes extrafios y a la vez
se lo sujetd con una liga. El tiempo de fermentacion fue de 8 dias a una temperatura ambiente
promedio de 14°C (Riobamba), el lugar donde colocé la bebida tenia una correcta circulacion
de aire, no le entro6 luz directa.

Filtrado: Transcurrido el tiempo de fermentacidn, se retird el Scoby viejo y nuevo y se filtr6
con un cedazo para obtener un liquido brillante y limpio sin la presencia de residuos o
sedimentos propios de la fermentacion.

Envasado: Una vez terminado todo el proceso y esté completamente limpio se coloco en
envases de plastico y se los cierra completamente.

Almacenamiento: Se almacen0 la bebida probiética en refrigeracion una vez haya sido

envasado a una temperatura de 5°C.
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En la lustracion 1-3 se observa el procedimiento para la elaboracion de la bebida probiotica.

Chirmova, Pepino dulce, Té negro,
SCOBY, Kombucha madre o Vinagre.

Batio Maria a 100°C por 10 mimitos —————M¥

Té negro- infusion por 10 minutes ———»

—>

RECEPCION DE
MATERIA PRIMA

h 4

ESTERILIZACION DE
ENVASES

PESADO

h

PREPARACION DEL
TE

COL

F.eaduos de Té negro

h

DESPULPADO

3%, 10%, 13% pulpa de Chinmoya
10% de pulpa de Pepino dulce
Semillas, Cdscaras

h 4

PESADODE LA
PULPA

MEZCLADO

Agua + Fusion de té + pulpa de chinimoya
+ pulpa de pepino

[ Temperatura < 30°C

ADICION DE SCOBY

h 4

FERMENTACION

Temperatura: 14°C

Tiempo: 8 dias

ALMACENAMIENTO

—» Temperatura: 3°C

llustracion 1-3: Diagrama de flujo del proceso de elaboracion de una bebida probidtica con

diferentes niveles de pulpa de chirimoya

Realizado por: (Montero, Luis, 2022)
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3.8 Metodologia de evaluacion

3.8.1 Anadlisis Fisicoquimico

Para la valuacién de los parametros fisicoquimicos se tom6 como referencia 2 normas la (NTE
INEN 1101, 2017, p.2) bebidas gaseosas, requisitos y la norma (DUS 2037, 2018, p.3) kombucha-

especificaciones.

3.8.1.1 Determinacion de pH

Se aplicd la norma (NTE INEN 1087, 1984, p.1) para la determinacién del pH, (concentracién de ion
de hidrégeno) en bebidas gaseosas, dado que, no existe una normativa vigente para la kombucha

en el Ecuador.

El procedimiento debe realizarse por duplicado sobre la misma prueba elaborada.

Se mezcla la bebida de forma homogénea, de ahi se revisa que el potenciometro este calibrado y
en dptimas condiciones, seguido, con la ayuda de una pipeta se agrega de 15 a 30 ml de muestra
en un vaso de precipitacion de 50 ml, se lo mezcla con la ayuda de un agitador y se ajusta la
temperatura de 20°C + 0,5°C, a continuacion, se agrega el electrodo en la muestra hasta que lo
cubra por completo evitando que toque las paredes, finalmente, se anota el valor del pH, y se saca

el electrodo y se lo lava de forma cuidadosa con agua destilada.

3.8.1.2 Determinacion de sélidos solubles

Para determinar el contenido de sélidos solubles en la bebida probidtica, se tomé como referencia

la metodologia aplicada por (Vargas, 2011, pp.1-93).

El procedimiento debe realizarse por duplicado sobre la misma prueba elaborada.

El refractometro se lo debe colocar en una posicion donde se difunda la luz natural o cualquier
otra luz artificial, que pueda ser utilizado para la iluminacion, de ahi, se hace circular agua a 20°C
a través del prisma, se debe limpiar de forma cuidadosa el refractometro antes de la medicion, a
continuacion, se coloca unas gotas de la bebida sobre el prisma del refractometro y se toma la

lectura en °Brix para todos los tratamientos.
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3.8.1.3 Determinacion de la acidez titulable

Para determinar la acidez total en la bebida “probiotica” se aplico la norma (NTE INEN 1091, 1984,

pp.1-3). Acidez titulable en bebidas gaseosas.
El procedimiento debe realizarse por duplicado sobre la misma prueba elaborada.

Primero se debe estandarizar el potenciometro a un valor de 7 con la ayuda de una soluciéon buffer,
de ahi, se debe proceder a lavar el electrodo para eliminar la solucién buffer, a continuacion, con
la ayuda de una pipeta se agrega de 15 a 30 ml del té fermentado (kombucha) sobre un vaso de
precipitacion, después, se procede a introducir los electrodos de vidrio y el agitador magnético
dentro de la bebida, es importante ajustar la temperatura a 20°C y agitarlo para su correcta
homogenizacion, en seguida se debe empezar a titular la kombucha con la solucién de NaOH
0,1N, controlando la variacion del pH en el potencidémetro, hasta llegar a un punto final de la

titulacion (neutralizacién).
CALCULOS

A_v1*1v1
v

A= Acidez titulable en miliequivalentes por centimetro cibico (meg/cm3).

V1= Normalidad de la base utilizada en la titulacion.

N1= Volumen de la solucion 0,1 N de hidréxido de sodio utilizada en la titulacion, en cms.
V= Volumen de la muestra utilizada en el ensayo, en cmg,

Se debe aplicar el factor de correccién de miliequivalentes a gramo de acido.

Acido Gramos por miliequivalentes
Acético 0,060

3.8.1.4 Determinacion del % alcohol

Para determinar el % de alcohol de la bebida probi6tica, se aplicé el procedimiento establecido

en la normativa (KS EAS 104, 2014, pp.6-8). Bebidas alcohdlicas. Método de muestreo y analisis.
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Método del picnémetro

Primero se debe asegurar que el picndmetro este calibrado, de ahi se procede a colocar este
material vacio en una balanza analitica para medir su masa, como minimo 2 cifras significativas,
a continuacion, se agrega agua destilada en el picnémetro, la cantidad va a depender de la
capacidad del instrumento y se procede a medir la masa del objeto, cuando ya se haya retirado
toda el agua, se procede agregar la muestra a analizar (kombucha), esta debe ser homogenizada y
calentada hasta 20°C y de la misma forma, se mide su masa en la balanza analitica, cuando se
haya terminado la medicidn, se procede a retirar la muestra del picnémetro y se lo lava con agua
destilada. A continuacién, se muestra la formula para obtener la densidad de la bebida, este dato

nos sirve para calcular el % alcohol que presenta la bebida (kombucha).

CALCULOS

dB: Densidad de la solucion problema (kombucha)
dA: Densidad de la solucién conocida (agua destilada)
mB: Masa picnémetro con solucion problema (kombucha)

mA: Masa picnémetro con solucién conocida (agua destilada)

CALCULOS

%alcohol = DI -DF * 0.13125

DI= Densidad inicial de la kombucha (kg/cmd)
DF= Densidad final de la kombucha (kg/cm3)

3.8.2  Andlisis Microbiolégico

3.8.2.1 Siembra

e Primero se debe colocar las cajas petri, tubos de ensayo, puntas para micropipetas, vasos de
precipitacion cubiertos con papel aluminio, agua destilada en frascos termo-resistente, etc.
Estos materiales se colocan en la autoclave y se esterilizan, cuando la temperatura haya
llegado a 120°C, se espera por 15 minutos y se apaga dejando salir la presién de aire.
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De acuerdo con el nimero de cajas petri que se vayan a sembrar, se realiza la preparacion del
agar, para kombucha se utiliz6 el agar MacConkey (Coliformes totales y Escherichia coli),
para mohos y levaduras (PDA) y para bacterias probioticas (MRS Lactobacilli).

Primero se realiza el calculo para conocer la cantidad de agua y agar a utilizar, a continuacién,
se mide la masa del agar y se lo afiade en un frasco termoresistente con el agua destilada
previamente afiadida, de ahi, se calienta hasta ebullicion, se lo mezcla y se apaga. Este proceso
depende del agar si se lo autoclava o no.

En la cdmara de flujo laminar se colocan primero los tubos de ensayo, el agua destilada, vasos
de precipitacion que han sido esterilizados previamente y se enciende el UV, por un corto
periodo de tiempo.

Las muestras se las mezcla de forma homogénea y se colocan 20 a 30 ml en los vasos de
precipitacion y se los cubre con papel de aluminio.

Con la ayuda de una probeta de 50 ml se procede a medir 9 ml de agua destilada y se coloca
en cada tubo de ensayo, a continuacion, con la ayuda de una micropipeta y de las puntas se
coloca 1 ml de muestra en los tubos de ensayo con 9 ml de agua destilada asi se realiza de
forma sucesiva, de acuerdo con las correspondientes diluciones.

En el caso de coliformes y E. coli (101), para mohos y levaduras (1079), bacterias probioticas
(103 y 109 y sin dilucion.

En las cajas de petri, se coloca 10 ml de agar y se realiza movimientos para que quede
completamente mezclado y se espera hasta que se solidifique, de ahi con la micropipeta y con
las puntas se procede a tomar 1 ml de muestra y coloca en el agar (siembra por extencion de
placa) y se realiza 8 giros a la izquierda y 8 a la derecha, esto para bacterias coliformes, E.
coli y mohos y levaduras.

Para la siembra de bacterias probidticas se coloca 1 ml de la dilucién en la caja de petriy a
continuacion se agrega el agar (siembra por profundidad), de ahi se procede a realizar 8 giros
a la izquierda y 8 a la derecha para que la siembre sea lo mas homogéneo posible, de esta

forma se garantiza anaerobiosis, un requisito para el crecimiento de este tipo de bacterias.

3.8.2.2 Incubacién y conteo

Incubacion

Se deben colocar las cajas de petri en la incubadora a 37 °C, para E. coli y coliformes por 24
horas, para bacterias probi6tica, se coloca las cajas en un desecador con una vela para generar
anaerobiosis, a una temperatura de 37°C por 3 dias, en cambio, para mohos y levaduras se

colocan en una incubadora, a una temperatura de 25°C por 5 dias.
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Conteo

e Se coloca la caja de petri la base boca arriba sobre él cuenta colonias y se procede a realizar
trazos, cuadrados siguiendo la guia de la cuenta colonias y se escoge 3 cuadrantes, el primero
en el que se observe la mayor cantidad de colonias (carga alta), sequido por el que tenga la
mitad de las colonias (carga media) y finalmente se elige el que presente la menor cantidad

de colonias (carga baja). De ahi se aplica la formula que esta a continuacién.
CALCULO

CA+CM+CB
%

3 65

N° Colonias =

CA: Carga alta
CM: Carga media
CB: Carga baja

UFC _ N° Colonias * Factor de Dilucién
ml ml de muestra utilizada

3.8.2.3 Recuento de coliformes totales (UFC/ml)

Estos microorganismos se caracterizan por ser bacterias entéricas, anaerobia o aerobias
facultativas, gram negativas y no espordgenas, que fermentan la lactosa y asi producen acido y
CO2, estas bacterias se encuentran en el agua, suelo, vegetales y en gran medida en el intestino
de los humanos y animales (coliformes fecales), entre los mas comunes se encuentra E. coli,
Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter (Sotil, 2017, pp.15-16). Para realizar el conteo de coliformes
totales se aplicd la norma (NTE INEN 1529-7, 1990, pp.1-4). “Determinacién de microorganismos

coliformes”.
3.8.2.4 Recuento de Escherichia coli (UFC/ml)
Para realizar el conteo de E. coli en la bebida probidtica se tomé en cuenta la metodologia que se

menciona en la norma (NTE INEN 1529-8, 2016, pp.7-8) “Control microbiologico de los alimentos.

Deteccion y recuento de Escherichia coli presuntiva por la técnica del nimero mas probable”.
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3.8.2.5 Recuento de mohosy levaduras (UFC/ml)
Para realizar el conteo de mohos y levaduras en la bebida probidtica se utilizd la metodologia

referenciada en la norma (NTE INEN 1529-10, 2013, pp.1-4) “Control microbiol6gico de los alimentos

mohos y levaduras viables recuento en placa por siembra en profundidad”.
3.8.2.6 Conteo de bacterias probidticas (UFC/ml)
Se tom6 como referencia la normativa (NTE INEN 2395, 2011, pp.3-4) “Leches fermentadas.

Requisitos” en lo cual se menciona que para ser considerada una bebida probiotica debe existir

como minimo 10 UFC/ml.

3.8.3  Andlisis Organoléptico

Para el analisis organoléptico se tomd en cuenta 4 atributos sensoriales (color, sabor, olor y
apariencia), de los cuales se midio la aceptabilidad de las personas sobre la bebida probiética. En

el trabajo de investigacion se utilizaron panelistas no estrenados, se aplico una prueba afectiva
escalar heddnica de 5 puntos (Jhonson, 2021, p.1), como se observa en el anexo A.

3.8.4  Andlisis econémico

3.8.4.2 Costo de produccion

Para calcular el costo de produccion se suma el total de todos los costos y gastos generados en la
elaboracién de la bebida probiédtica a base de chirimoya, pepino dulce y kombucha y estos a su
vez se divididen para la cantidad total obtenida en cada tratamiento.

3.8.4.3 Beneficio/Costo (B/C)

El beneficio costo se obtiene al dividir los ingresos totales con los egresos realizados. Como se

observa en la siguiente ecuacion:

o Ingresos
Beneficio /Costo = ———
Egresos
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CAPITULO IV

4 MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1 Anélisis bromatolégico

En la investigacion se evaluo los diferentes niveles de pulpa de chirimoya como sustrato para el
crecimiento de bacterias probiéticas, los resultados obtenidos hacen referencia al pH, acidez,
solidos solubles y % alcohol, mismos que se reportan en la tabla 1-4, cabe recalcar que, estos
analisis se lo realizaron al inicio de la fermentacion y al final (8 dias), en una temperatura

promedio de 14°C.

Tabla 1-4: Composicion fisicoquimica de la bebida probidtica elaborada con diferentes niveles
de pulpa de chirimoya

NIVELES DE PULPA DE

TIEMPO VARIABLES CHIRIMOYA (%) E.E PROB. CV
0 5 10 15
pH 453c 480b 490ab 500a 0,04 <0,0001 1,56
Inicial Acidez
(9/100ml) 0,11a 0,12a 0,09b 0,11a 0,003 <0,0001 4,99
Sélidos solubles
(°Brix) 300c 319c 4,00b 488a 0,17 0,0019 2,54
pH 405a 4,00a 4,03a 400a 0,03 05519 1,39
Acidez
8 Dias (g/200ml) 0,21c 0,29b 0,30b 0,37a 0,01 <0,0001 7,65
Solidos Solubles
(°Brix) 1* 1,13b 141ab 141ab 1,62a 0,17 0,0019 9,72

Alcohol (%) 1* 0,49b 065b 1,15a 1,02a 0,09 <0,0001 12,13

1*: Valores ajustados por medio de raiz cuadrada (V)

C.V.: Coeficiente de variacion

E.E.: Error estandar

PROB. > 0,05: No hay diferencias significativas

PROB. < 0,05: Hay diferencias significativas

PROB. <0,01: Hay diferencias altamente significativas

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes, de acuerdo con la prueba de Tukey (p > 0,05)
Realizado por: (Montero, Luis, 2022)
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4.1.1. pH

El pH de la bebida probidtica al inicio de la fermentacion presentd diferencias altamente
significativas, por efecto de los niveles de pulpa de chirimoya, al utilizar el 15% de pulpa de
chirimoya, se obtuvo un pH de 5, en cambio, al emplear el tratamiento control, se logra alcanzar
un pH 4,53 (ver tabla 1-4). Al aplicar el analisis de la regresion, se establecié una tendencia lineal,
lo que indica que, al incrementar los niveles de pulpa de chirimoya, el pH tiende a aumentar, es
por ello que, por cada unidad adicional de pulpa de chirimoya, el pH aumenta en 0,030 unidades
(ver ilustracion 1-4). Este efecto se genera por el propio pH de los frutos, donde (Ramos, et al., 2017:
p.1) expone que la chirimoya tiene un pH, de 5,91 a 6,61, en cambio (Diaz et al., 2021: p.586) menciona
que, el pepino dulce presenta un pH de 5,1. Al comparar los resultados obtenidos con (Vargas, 2011,
p.51), quien obtuvo a las 22 horas un pH de 4,94 con 100g/L sacarosa + 2g/L té negro y 4,01 con
100g/L sacarosa + 6g/L té negro, resultados muy similares a los reportados en la presente
investigacion, a diferencia de lo reportado por (Yikmis & Tuggum, 2019: p.1324), quien utiliz6 albahaca
morada, remplazando al té negro, obteniendo un valor de pH de 3,01 + 0,06, en el primer dia de
fermentacion. Las diferencias se deben principalmente a las mezclas de infusiones y sustratos
utilizados en cada investigacion (Cujilema, 2021, p.20), el pH de la bebida probidtica, se encuentran
fuera del rango méaximo permitido, de acuerdo con la norma (NTE INEN 1101, 2017, p.2), esto se debe
a que la normativa, se basa en bebidas carbonatadas, tomado como referencia, al no existir una

normativa vigente en el pais donde se establezca este parametro para la kombucha.

El pH de la bebida probidtica a los 8 dias de fermentacion, no present6 diferencias estadisticas,
por el efecto de los niveles de pulpa de chirimoya, como se observa en la tabla 1-4, esto se genera
por las bacterias acido lacticas, mismas que pueden desarrollarse de forma natural en valores de
pH de 4 y 4,5, presentando una alta sensibilidad a pH bajos, lo cual genera que inicie su declive
(Parada et al., 2020: pp.1-5), convirtiéndose en la principal razén, por la cual el pH no disminuye a
valores menores de 4, en otras investigaciones presentan un pH menor a 4, lo que genera ausencia
de estos microorganismos. Los resultados se asemejan a lo obtenido por (Dragoljub, et al., 2006; citados
en Robles, 2011, p.24) en su investigaciéon “Produccion de una bebida de kombucha de hisopillo (L
satureja montana) por inoculacion de té por pellicle” donde midié la variacion del pH con el
tiempo, llegando a un valor de 3,92 al octavo dia, valor similar al reportado en nuestra
investigacion, a diferencia de lo expuesto por (Vargas, 2011, pp.1-93), teniendo como mejor resultado
el tratamiento albl con un pH de 3,03 al utilizar 100g/L de sacarosa + 2g/L de té en un tiempo
de fermentacion de 280,25 horas, la variacion en los resultados depende del tiempo, mientras
mayor tiempo de fermentacion menor pH (Pereyra et al., 2006: p.4). El pH de la bebida esta dentro del

rango permitido, de acuerdo con la (NTE INEN 1101, 2017, p.2).
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llustracion 1-4: pH de la bebida probiotica elaborada con diferentes niveles de pulpa de
chirimoya
Realizado por: (Montero, Luis, 2022)

4.1.2 Acidez (9g/100ml &cido acético)

La acidez de la bebida probidtica al inicio de la fermentacion presenta diferencias altamente
significativas, por efecto de los diferentes niveles de pulpa de chirimoya, registrandose el mayor
contenido al emplear el 0, 5y 15% de pulpa de chirimoya con valores de 0,11, 0,12y 0,11g/100ml
respectivamente, a diferencia de usar el 10% de pulpa de chirimoya, lo cual redujo la acidez a
0,099/100ml, como se observa en la tabla 1-4. Al aplicar el analisis de la regresion, se establecid
una tendencia clbica, donde la acidez aumenta, hasta el empleo del 5% de pulpa de chirimoya,
de ahi, disminuye y nuevamente aumenta (ver ilustracion 2-4). Este efecto se genera, por las
caracteristicas morfolégicas del fruto dentro del mismo arbol, destacando la longitud, didametro,
peso del fruto maduro, longitud del pedinculo, didmetro del pedinculo etc., en la que ocasiona
variaciones en la acidez, desde 0,13 a 0,72g/100ml &cido citrico por efecto de la dicogamia floral
(Yaguana, 2018, pp.37-41). Al comparar los resultados obtenido con lo reportado por (Robles, 2011,
pp.57-58) en su investigacion basada en la determinacion de pardmetros de fermentacion para la
produccion de kombucha, obtuvo al inicio de la fermentacion un valor <0,05g/100ml de &cido
acético, menor a lo obtenido en la investigacion, esta variacion se debe a la cantidad de sustrato,
té negro y la temperatura de fermentacion, utilizada en cada investigacion (Morales, 2014, pp.110-
115). Ademas, la acidez obtenida se encuentra dentro del rango maximo permitido de acuerdo con

la norma (NTE INEN 1101, 2017, p.2).
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La acidez de la bebida a los 8 dias de fermentacion presenté diferencias altamente significativas,
por efecto de los diferentes niveles de pulpa de chirimoya, encontrandose que, al utilizar el 15%
de pulpa de chirimoya, la acidez aumenta a 0,37g/100ml, en cambio, al utilizar el tratamiento
control, la acidez se reduce a 0,21g/100ml, (ver tabla 1-4). De acuerdo con el anélisis de la
regresion, se estableci6 una tendencia lineal, 1o que nos demuestra que, por cada unidad adicional
de pulpa de chirimoya, la acidez aumenta en 0,010 unidades, como se observa en la ilustracion 2-
4. Esto se produce por la cantidad de sustrato utilizado en la fermentacion, de acuerdo con (Morales,
2014, p.110), mientras mayor sustrato, mayor produccién de de acidos organicos (acético,
glucurénico, gluconico, lactico, etc.). Las levaduras utilizan la glucosa para elaborar etanol y
CO2, mismo que serd oxidado de etanol a &cido acético por las bacterias acido-acéticas,
Acetobacter spp, Gluconacetobacter spp, Komagataeibacter spp, asi mismo, se encargan de
transformar de forma directa la glucosa en acido glucurénico y la fructosa en acido acético, lo que
genera el aumento en la acidez de la bebida (Gomes et al., 2018: pp.139-151). L0s resultados obtenidos,
se asemejan con lo reportado por (Carvajal, 2019, p.57; Dragoljub et al., 2006; citados en Robles, 2011, p.24 )
quienes obtuvieron una acidez de 0,4029/100ml y 0,216 a 0,243g/100ml entre 8 a 9 dias
respectivamente, a diferencia de (Robles, 2011, pp.57-58) quien obtuvo una acidez de 0,76g/100ml a
las 72 horas de fermentacion con 8g té negro a 28°C, la variacion de la acidez depende la cantidad
de sustrato, tiempo de fermentacion, contenido de té, tiempo de oxigenacion e incluso la cantidad
de indculo (Morales, 2014, pp. 110-115). De la misma forma, la acidez reportada en la investigacion

se encuentra dentro del rango maximo permitido de acuerdo con la (NTE INEN 1101, 2017, p.2).
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llustracion 2-4: Acidez de la bebida probiética elaborada con diferentes niveles de pulpa de
chirimoya
Realizado por: (Montero, Luis, 2022))
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Al observar la ilustracion 2-4, se aprecia que a medida que transcurre el tiempo, la acidez de la

bebida es mayor con respecto a la acidez inicial.

4.1.3 Sélidos Solubles (°Brix)

Los Sélidos solubles de la bebida probidtica al inicio y a los 8 dias de fermentacion presentan
diferencias altamente significativas por efecto de los diferentes niveles de pulpa de chirimoya,
por cuanto se establecio que, al utilizar el 15% de pulpa de chirimoya, presenta el mayor contenido
al inicio y al final de la fermentacion con 4,88 y 1,62 °Brix valor ajustado, a diferencia de usar el
0y 5% de pulpa de chirimoya, debido a que generan el contenido mas bajo con 3,00 y 3,19 °Brix
alinicioy 1,13y 1,41 °Brix valor ajustado al final de la fermentacion, como se observa en la tabla
1-4. De acuerdo con el analisis de la regresion, se estableci6 una tendencia lineal, donde, por cada
unidad adicional de pulpa de chirimoya, los s6lidos solubles aumentan en 0,128 unidades al inicio
y 0,078 unidades los 8 dias de fermentacion (ver ilustracion 3-4). Este efecto se genera por el tipo
de fruta utilizado al inicio del proceso fermentativo, la chirimoya, es una fruta rica en azlcares y
acidos organicos, donde tiene un valor entre 17 y 23 °Brix (Duchi, 2017, p.136), en cambio, el pepino
dulce, solamente presenta una cantidad de 5,35 — 6,36 °Brix (Botrel & De Castro, 2018: p.6). EStos
resultados difieren a lo portado por (Vargas, 2011, pp.1-93), donde obtuvo un valor de 11,7 °Brix en
su mejor tratamiento a las 280,25 horas de fermentacion, en el cual utiliz6 100g de sacarosa, mas
29 de té por cada litro de agua, la variacion es resultado de la cantidad de sustrato que se utilizd
al inicio y el tiempo de fermentacidn, esto se corrobora con (Muzaifa et al., 2022: pp.127-128) quienes
en su investigacion se basaron en la fermentacion de kombucha con céscara de café y con pitahaya
roja, quienes obtuvieron un contenido de sélidos solubles a los 2 dias de fermentacion de 10,97
°Brix y a los 8 dias 9,97 °Brix, llegando a la conclusion que, el consumo del solidos solubles varia,
de acuerdo al tiempo de fermentacion y a la cantidad de sustrato que se le incluya al inicio del
proceso fermentativo. Ademas, de acuerdo con la norma (NTE INEN 1101, 2017, p.2) la bebida se

encuentra dentro del rango méaximo permitido para sélidos solubles.

Al observar la ilustracion 3-4, se concluye que, a medida que transcurre el tiempo, los sélidos

solubles disminuyen, esto se corrobora con (Morales, 2014, pp.87-93).
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llustracion 3-4: Solidos solubles de la bebida probidtica elaborada con diferentes niveles de
pulpa de chirimoya
Realizado por: (Montero, Luis, 2022)

41.4 9% Alcohol

El % de alcohol de la bebida probidtica a los 8 dias de fermentacion, presentan diferencias
altamente significativas, por efecto de los diferentes niveles de pulpa de chirimoya, observandose
que, al utilizar el 10 y 15% de pulpa de chirimoya, se registran los valores mas altos en alcohol
con 1,15y 1,02% valores ajustados, sin embargo, cuando se emplea el 0 y 5% de pulpa de
chirimoya, el contenido alcohdlico disminuye en 0,49 y 0,65% valores ajustados (ver tabla 1-4),
al aplicar el analisis de la regresion, se obtuvo una tendencia cubica, donde, al emplear el 0%
pulpa de chirimoya el porcentaje de alcohol disminuye, de ahi aumenta con el 5y 10% y con
niveles superiores tiende a disminuir (ver ilustracion 4-4). Esto es resultado de la cantidad de
levaduras y sustrato presentes en cada tratamiento, lo que provoca una mayor o menor cantidad
de etanol y CO2 (Neffe et al., 2017: pp.601-607), después de un proceso oxidativo, se transforma en
acido acético, dependiendo de la cantidad de etanol, sera mayor o0 menor su produccion (Lindahl et
al., 2017: pp.42-55), esto se corrobora, porque al utilizar el 15% de pulpa de chirimoya, la acidez
aumenta en 0,37g/100ml &cido acético, pero el alcohol disminuye (ver ilustracion 2-4 y 4-4). La
cantidad de etanol obtenido se encuentra cercano a lo reportado por (Villarreal-Soto et al., 2019: pp.44-
54; Cardoso et al., 2019: p.4; Ivanisov4 et al., 2020: pp.1840-1846) quienes obtuvieron valores de 1,4% con

11g/L de sacarosa en 21 dias de fermentacién, 0,49% al utilizar 12g/L té negro, en 4 minutos de
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infusion + 50g/L azlcar + 3% (p/v) SCOBY y 100ml/L de una kombucha previa en 10 dias de
fermentacion a 25°C y 0,4% con 30g/L azucar + 5g/L té negro en 5 minutos de infusion, en 7 dias
de fermentacion a 22°C, ademas, en una investigacion realizada por (Mcintyre & Jang, 2020: pp.4-14)
en Columbia Britanica, donde analizaron 684 muestras de kombucha obtenidas de restaurantes,
empresas fabricadoras, gimnasios, centros recreativos, mercados de agricultores, etc., dando
como resultado que el 68,5% de muestras obtuvieron < 1% de ABV (alcohol by volume), el 25,3%
obtuvieron entre 1y 2% ABV y el 6,2 > 2% ABYV, lo cual nos indica que, el contenido de etanol,
depende de varios factores, destacando la temperatura, el tiempo de fermentacién, dado que,
mientras mayor tiempo de fermentacion, el contenido de etanol empieza a disminuir, por un
proceso oxidativo en el que intervienen bacterias acéticas produciendo compuestos organicos
(Villarreal-Soto et al., 2019: pp.44-54). El contenido de azlcares fermentables influye de forma directa,
ya que, una baja cantidad de sacarosa disminuye el contenido alcohélico y viceversa (Neffe et al.,
2017: pp.601-607). De acuerdo con la norma (DUS 2037, 2018, p.3) el contenido de alcohol obtenido
con el 0 y 5% de pulpa de chirimoya se encuentra dentro del rango permitido para considerarse
una bebida no alcohélica <0,50, sin embargo, el empleo del 10 y 15% de pulpa de chirimoya, se
obtiene una bebida alcohdlica >0,50.
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llustracion 4-4: Porcentaje de alcohol de la bebida probi6tica elaborada con diferentes niveles
de pulpa de chirimoya
Realizado por: (Montero, Luis, 2022)
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4.2 Andlisis microbiologico

Los andlisis microbioldgicos se realizaron a los 8 dias de fermentacion, en el laboratorio de
biotecnologia y microbiologia animal (LABIMA), En la tabla 2-4, se evidencia cada uno de los
tratamientos y las unidades formadoras de colonia (UFC) por cada mililitro de muestra utilizada,
de acuerdo con cada microorganismo, acompafado de su error estandar y de su probabilidad, es
asi como, se puede observar cuales son los mejores tratamientos y a la vez determinar su

significancia.

Tabla 2-4: Andlisis microbiol6gico de la bebida probiédtica elaborada con diferentes niveles de

pulpa de chirimoya

% pulpa de chirimoya
Variable E.E PROB.
0 5 10 15

E. coli UFC/ml ausencia ausencia ausencia  ausencia - -

Coliformes totales ) ) ) ) -
ausencia ausencia  ausencia  ausencia
UFC/mi -

Bacterias
o 2x10°b 5,8x10*b  8,4x10*b 5,3x107 a
probidticas UFC/ml 8,8x10° 0,002

Mohos UEC/ml  ausencia ausencia  ausencia  ausencia - -

E.E.: Error estandar

PROB. > 0,05: No hay diferencias significativas

PROB. < 0,05: Hay diferencias significativas

PROB. <0,01: Hay diferencias altamente significativas

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes, de acuerdo con la prueba de Tukey (p > 0,05)
Realizado por: (Montero, Luis, 2022)

4.2.1 Escherichia coli

En los analisis microbioldgicos, a los 8 dias de fermentacién, dio como resultado la ausencia de
Escherichia coli en todos los tratamientos, esto nos demuestra que no existié contaminacion de
tipo fecal y es un producto apto para el consumo, porque se rige a lo que menciona la norma (NTE
INEN 2395, 2011, pp.3-4). La ausencia de esta bacteria se debe a que el producto se desarroll6 con las
condiciones higiénicas adecuadas, ademas, la kombucha al estar formado por una colonia
simbidtica de microorganismos, incluidos del género Acetobacter spp, Gluconacetobacter spp,
Komagataeibacter spp, producen como resultado de la fermentacién, acido acético (vinagre), lo

cual genera que, el medio se acidifique disminuyendo su pH (Gomes et al., 2018: pp.139-151) lo que
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desarrolla las condiciones inadecuadas para el crecimiento y reproduccion de este tipo de
microorganismo, de acuerdo a la (OMS, 2018, p.1) la Escherichia coli no resiste a pH menores a 4,4
estando acorde a lo obtenido en la investigacion.

4.2.2 Coliformes totales

Los resultados obtenidos al final de la fermentacion de la bebida probiética, se destaca que no
hubo la presencia de coliformes totales en ningln tratamiento, debido a que, el producto se elabord
de acuerdo a los estandares de calidad, de la misma forma, por el mismo proceso de fermentacion
se obtienen como resultado compuestos organicos como es el &cido acético, gluconico,
glucurénico, lactico, citrico, aminas biogenas, aminoacidos, purinas, pigmentos, lipidos,
proteinas, enzimas hidroliticas que trabajan de forma sinérgica generando la actividad
antimicrobiana (Martinez et al., 2018: pp.390-399). Es por ello que, el producto es apto para el consumo

humano, y esta dentro lo que permite la norma (NTE INEN 2395, 2011, pp.3-4),

4.2.3 Bacterias probidticas

La bebida probidtica a los 8 dias de fermentacion presentd diferencias altamente significativas,
por el efecto de los diferentes niveles de pulpa de chirimoya, destacandose que, al utilizar el 15%
de pulpa de chirimoya, se obtiene el crecimiento mas alto en bacterias probidticas con 5,3x107
UFC/ml, en cambio, al utilizar el 0, 5y 10% genera el crecimiento mas bajo en bacterias viables
con 2,0x10% 5,8x10% 8,4x10* UFC/ml, respectivamente, cOmo se observa en la tabla 2-4. De
acuerdo con el analisis de la regresion, se establecié una tendencia cuadratica, misma que, al
utilizar el 0% de pulpa de chirimoya genera una disminucion del crecimiento de bacterias
probiéticas, en cambio, mientras se aumente los niveles de pulpa de chirimoya el crecimiento
aumenta (ver ilustracion 5-4). Esto es por efecto de la concentracion de carbohidratos en cada
tratamiento, de acuerdo a (Suharman et al., 2021: pp.3-4) el nimero de colonias bacterianas puede
crecer hasta un nimero maximo en el medio, esto estd influenciado por la disponibilidad de
nutrientes, debido a que, influye de forma drastica en la poblacion de bacterias probiéticas, la
fruta puede estimular el crecimiento de estas bacterias y aumentar su actividad, lo mismo que la

sacarosa, mientras mayor cantidad y disponibilidad, mayor crecimiento bacteriano.

Al comparar estos resultados con (Villamar, 2021, p.73) quien elabor6 una bebida probidtica
utilizando la pulpa de jackfruit y diferentes niveles de sacarosa y té negro, el mejor resultado lo
encontré al fermentar la bebida con el 30% té negro y 10 % de sacarosa, obteniendo una cantidad

de microorganismos probioticos de 9,2x10* UFC/ml, siendo menor a lo reportado en la

62



investigacion y no considerandose una bebida probidtica. En otras investigaciones han utilizado
la guanabana (Annona muricata L.) para elaborar una bebida fermentada a base de kombucha,
donde present6 el mejor resultado de acuerdo a la metodologia de superficie de respuesta con
300ml de jugo de guanabana, 700ml de té negro y 1509 de azlcar por 14 dias de fermentacion,
donde el crecimiento de bacterias probidticas fue de 2,12x10° UFC/ml a los 7 dias de
almacenamiento a 4°C en oscuridad (Ching et al., 2020: pp.7-8), de la misma manera, este nimero de
microorganismos es menor a lo obtenido en la investigacion. Las diferencias en las
investigaciones se deben a los cambios en la cantidad de té, la duracion de la fermentacién, la
cantidad de sacarosa, el tipo de fruta o saborizante, el inéculo inicial (SCOBY), las condiciones
de almacenamiento, etc., lo que provoca cambios en las condiciones 6ptimas para el crecimiento
de las bacterias probidticas (Yang et al., 2022: p.670). ES asi que (Antolak et al., 2021: p.7) menciona que
en los primeros dias de fermentacion de kombucha, se encuentra una mayor cantidad de BAL,
pero a mayor tiempo de fermentacion este valor es nulo, asi como es el caso de (Neffe et al., 2017:
pp.601-607) quien en su investigacién se basé en medir las condiciones de fermentacion y asi medir
las propiedades fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales, reportando la ausencia de
microorganismos probidticos en todos tratamiento, en el cual se midié la interacciéon de la
temperatura (20, 25y 30°C) y el tiempo de fermentacion (0, 3, 7 10 dias), esto nos demuestra que,
mientras mayor tiempo de fermentacion, la acidez aumenta y disminuye el pH, lo cual genera las

condiciones inadecuadas para este tipo de microorganismos.

En concreto, las bacterias probiéticas como el caso de Bacillus subtilis y Lactobacillus cases, han
demostrado que su crecimiento éptimo en pH es de 5 - 5,6 (Jiménez et al., 2018: pp.256-275; Flores et al.,
2021: pp.3259-3274 ) lo cual, es un limitante para el crecimiento de este tipo de microorganismos, es
asi que, en las investigaciones se menciona que por la accion de las bacterias acéticas genera un
descenso en el pH menor a 3, generando un crecimiento muy limitado, esto se corrobora con
(Coton et al., 2017: pp.1-17) quienes mencionan que las bacterias acido-lacticas no crecen en un pH
menor a 3,5, lo cual ocasiona la ausencia de estas bacterias en algunos estudios, de acuerdo a
(Parada et al., 2020: pp.1-5) este tipo de microorganismos pueden desarrollarse de forma natural en
valores de pH de 4y 4,5, es por ello que, en la investigacion se reporta el crecimiento de bacterias
probidticas porque, el valor de pH se encuentra en ese rango. Otro aspecto que incide en la
presencia de estas bacterias, es la chirimoya (Annona cherimola) al tener un alto porcentaje de
azucares (21,15%) de los cuales el 11,75% corresponde a glucosa y el 9,4% a fructosa (Gonzalez,
2013, pp.59-60), lo que le convierte en un medio muy rico para el crecimiento de microorganismos,
como fuente de carbono, asi o menciona (Isas et al., 2020: pp.1-11) quien en su investigacion
demostr6 que las bacterias acido lacticas (L. brevis, L. plantarum, L. rhamonosus, Fructobacillus

tropaeoli) pueden desarrollarse de forma idonea al utilizar la pulpa de chirimoya para elaborar
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una bebida fermentada, donde obtuvo un crecimiento de 1x10® UFC/ml, ademas, algunas de las
bacterias se aislaron de la misma chirimoya, lo cual nos demuestra que la pulpa de esta fruta es
un buen sustrato para fermentar la kombucha, llegando a obtener valores significativos. El nimero
necesario de microorganismos que debe presentar el producto o alimento para considerarse
probidtico es de minimo 1x10° UFC/ml, de acuerdo con la norma (NTE INEN 2395, 2011, pp.3-4). ES
por ello que, al utilizar el 15% de pulpa de chirimoya, genera el nimero de microorganismos

suficientes, para ubicarse en este rango y ser considerado probiotico.

En una investigacion donde se compar6 la composicion microbiana de 9 marcas comercial de
kombucha, se determind que las diferencias en el tipo de té, saborizante y el contenido de azlcar
generan variaciones en el dominio de microorganismos, siendo los mas abundantes Bacillus
coagulans, Lactobacillus nagelii, Lactobacillus mali, los cuales tienen potencial probiético (Yang
et al., 2022: p.670), ademas, en una revision bibliogréafica de varios autores se menciona que las
principales bacterias probiodticas encontradas en la kombucha son: Lactobacillus brevis,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus nagelii, Lactococcus spp.,

Leuconostoc spp (Antolak et al., 2021: p.4).
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llustracion 5-4: Bacterias probidticas en la bebida elaborada con diferentes niveles de pulpa de

chirimoya
Realizado por: (Montero, Luis, 2022)
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4.24 Mohosy Levaduras

4241 Mohos

La bebida probidtica a los 8 dias de fermentacion, en los anélisis microbioldgicos reportd la
ausencia de mohos en todos los tratamientos como se observa en la tabla 2-4. Los mohos son
hongos filamentosos que se encuentran en al agua, aire, suelo, vegetales, etc., se encuentran en
gran cantidad en frutas, por lo cual se debe tener cuidado por la produccion de micotoxinas, que
ponen en riesgo la salud del consumidor (BBC MUNDO, 2018, p.1). Este microorganismo es un
indicador de la calidad, lo cual, su ausencia nos asegura que el producto ha sido elaborado con
las condiciones higiénicas adecuadas, asegurdndonos que no generard ningin riesgo al

consumidor.

42472 Levaduras

Los diferentes niveles de pulpa de chirimoya generaron un efecto significativo en el crecimiento
de levaduras a los 8 dias de fermentacion, encontrandose que, al utilizar el 15% de pulpa de
chirimoya, se obtiene el crecimiento mas alto en levaduras con 1,36x10° UFC/ml, sin embargo,
cuando se emplea el 0 y 5% de pulpa de chirimoya, el crecimiento de levaduras disminuye en
8,13x10¢°, 5,55x107 UFC/ml respectivamente, como se observa en la tabla 2-4. De acuerdo con el
analisis de la regresion, se establecié una tendencia cuadratica, misma que, al utilizar el 0% de
pulpa de chirimoya genera una disminucion del crecimiento de levaduras, en cambio, cuando se
incrementa los niveles de pulpa de chirimoya la levadura aumenta (ver ilustracion 6-4). Esto
sucede por la cantidad de sustrato utilizado en cada tratamiento, de acuerdo a (Crow et al., 2016: p.1-
3; Schneider et al, 2017: p.1) mientras mas sacarosa se agregue a una solucién, mayor es la tasa de
crecimiento de las levaduras, debido a que las levaduras al consumir la sacarosa producen ATP
y como producto metabdlico, se obtiene CO2, esto genera que, mientras mayor cantidad de CO2
mayor crecimiento de levaduras, de la misma forma, la respiracién celular es la fuente de energia
para el crecimiento y el CO2 es un subproducto del proceso (Brase et al., 2017: p.1). Estos resultados
son muy superiores a lo reportado por (Carvajal, 2019, pp.55-56) quien obtuvo una cantidad de
82,5x10° UFC/ml de levaduras al fermentar la kombucha con desperdicios del café, de igual forma
con lo reportado por (Yikmis & Tuggum, 2019: pp.1321-1327) quien fermento la bebida de kombucha
con albahaca morada y té negro en diferentes concentraciones, obteniendo el mejor resultado al
fermentarlo con el té negro (100%) con un valor de 2,51Log UFC/ml de levaduras al dia 1,
ademas, destaca la importancia del tiempo de fermentacion, en la investigacion menciona que, a

mayor tiempo de fermentacion menor cantidad de levaduras, pero esto se contradice con lo que
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menciona (Tran et al., 2020: p.963) quienes identificaron y aislaron diferentes levaduras de un té
original de kombucha y lo inocularon en un té azucarado por 14 dias a 26°C en condiciones de
anaerobiosis (recipiente cerrado) y aerobiosis (recipiente abierto), donde, el crecimiento
microbiano aumenta con el transcurso del tiempo. Lo que si estd comprobado es que las
condiciones de almacenamiento provocan la disminucion de este microorganismo, principalmente
si se conserva a temperatura de refrigeracion y oscuridad (Ching et al., 2020: pp.7-8). Las variaciones
generadas en cada investigacion se deben principalmente a las diferencias de la microflora del
hongo, las mezclas de cepas que forman parte del scoby, debido a que, no todas son las mismas,
esto de acuerdo con el tipo de té, fuente de carbono, temperatura, latitud, condiciones de
almacenamiento, aerobiosis o0 anaerobiosis, luz, oscuridad, el indculo inicial, entre otros (Ireneusz
et al., 2022: p.1523). ES importante el cultivo mixto de levaduras, porque permite aumentar la
intensidad de las reacciones, esto se debe a que diferentes cepas tienen una caracteristica
sobresaliente, por ejemplo, resistir a pH muy bajos, la capacidad de fermentar rapidamente, o la
capacidad de fermentar un azlcar de alto grado. La levadura fermenta glucosa, fructosa, sacarosa,
maltosa, lactosa o rafinosa (Kaewkod et al., 2019: p.700). El nimero de levaduras se encuentra dentro

del rango permitido por la norma (NTE INEN 2395, 2011, pp.3-4).
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llustracion 6-4: Levaduras en la bebida elaborada con diferentes niveles de pulpa de chirimoya

Realizado por: (Montero, Luis, 2022)

La simbiosis depende en gran parte de las levaduras para la produccion de metabolitos y
compuestos organicos que caracterizan a la kombucha. En términos mas generales, el
metabolismo de las levaduras es el principal factor que influye en la composicién de la kombucha
por otra parte la influencia de las bacterias AAB Y BAL es secundaria y afecta principalmente al

perfil de &cidos organicos (Tran et al., 2020: p.963).
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4.3 Andlisis organoléptico

Se realizo el andlisis de las propiedades organolépticas de la bebida probidtica a base de diferentes
niveles de pulpa de chirimoya (Annona cherimola), se utilizaron 25 panelistas no estrenados, en
el cual se aplic6 una prueba afectiva escalar (escala heddnica de 5 puntos), siendo 1 (me disgusta
extremadamente) y 5 (me gusta extremadamente), para su valoracion se utilizé la prueba de
Friedman, una prueba no paramétrica que se fundamenta en determinar si existe o no diferencias
significativas entre medias de 3 0 mas grupos, en los cuales parecen los mismos sujetos de cada
grupo (Stalogos, 2022, p.1). El objetivo de la evaluacion sensorial es medir las propiedades
sensoriales y determinar la importancia de estas, con el fin de predecir la aceptabilidad del
consumidor, con lo cual, brinda a la industria las oportunidades de aprovechar y aplicar estas

mediciones (INCAP, 2020, p.1).

Tabla 3-4: Valoracion organoléptica de la bebida probiotica elaborada con diferentes niveles de

pulpa de chirimoya

Niveles de pulpa de ESTADISTICA DESCRIPTIVA X

chirimoya OLOR COLOR SABOR  APARIENCIA
2,84 3,40 2,60 3,40
0% Nome gustani  Nomegustani Nomegustani No me gusta ni

me disgusta me disgusta me disgusta me disgusta
3,36 3,36 2,96 3,40
5% Nome gustani  Nomegustani Nomegustani No me gusta ni

me disgusta me disgusta me disgusta me disgusta
3,32 3,68 2,44 3,28
10% No me gusta ni Me disgusta ~ No me gusta ni

me disgusta Me gusta poco poco me disgusta
3,40 3,36 2,96 3,24
15% Nomegustani  Nomegustani Nomegustani No me gustani

me disgusta me disgusta me disgusta me disgusta
Prob. 0,1487 0,0911 0,1852 0,9574

%: Media

PROB. > 0,05: No hay diferencias estadisticas
Realizado por: (Montero, Luis, 2022)
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43.1 Olor

El olor en la bebida probidtica no presenta diferencias estadisticas, por efecto de los diferentes
niveles de pulpa de chirimoya, ubicandose en la categoria de “no me gusta ni me disgusta” con
un rango de 2,84 a 3,40 (ver tabla 3-4). El aroma de la kombucha, esta influenciado de las materias
primas (té negro) y los microbios (levaduras y bacterias), pero el mayor impacto se debe al &cido
acético y a los compuestos volatiles (COV), entre estos se destacan 3-hexanol, linalol, geraniol,
2-fenil-etanol, damascenonay 2,5-dimetil-4-hidroxi-3-furona (DMHF), alguno de estos COV son
producidos por levaduras (Candida, Henseniaspora, Pichia, Dekkera y Saccharomyces) (Rosend
et al., 2019: p.1953; Wei et al., 2019: pp.191.198). Ademas, los polifenoles del té negro generan una
reaccion oxidativa que libera los compuestos aromaticos antes de la fermentacion (zhang et al., 2018:
pp.705-713). ES importante mencionar que, mientras la bebida se fermenta mas, hay mayor
produccién de &cidos organicos que mejoran el aroma de la kombucha pero disminuye la

aceptacion del sabor (Zubaidah et al., 2018: pp.6-7).

4.3.2 Color

Al evaluar el color de la bebida probidtica, los tratamientos no presentaron diferencias
estadisticas, por efecto de los diferentes niveles de pulpa de chirimoya, encontrandose que, al
utilizar el 10% pulpa de chirimoya, se obtiene la mayor valoracion numérica con 3,68, ubicandose
en la categoria de “Me gusta poco”, los demas tratamientos se ubican en la categoria “no me gusta
ni me disgusta” (ver tabla 3-4). El color de la bebida se debe principalmente a los polifenoles que
se extraen del té, debido a que, el color caracteristico del té negro es generado por la oxidacion
de la enzima polifenol oxidasa (PPO), esta oxidacion genera la polimerizacion de los polifenoles
nativos que se encuentran en el té, principalmente las catequinas (epicatequina, epigalocatequina
y sus derivados de éster de acido galico) en diferentes tipos de polimeros (Tran et al., 2020: p.963).
Las teaflavinas y teaurubiginas son dos polimeros que dan el color negro a la bebida, por lo tanto,
se puede especular que los polifenoles del té son los que generan la mayor parte de color en la

bebida probidtica (Tran et al., 2020: p.963).

4.3.3 Sabor

El sabor de la bebida probiotica no presenta diferencias estadisticas, por el efecto de los diferentes
niveles de pulpa de chirimoya, de acuerdo con la valoracidn, el sabor de la bebida se ubica en un
rango de 2,44 — 2,96, ubicandose en la escala de “me gusta poco y no me gusta ni me disgusta”

(ver tabla 3-4). Muchas de las bebidas presentan una alta concentracion de sacarosa, lo cual le
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confiere sabores més dulces, mas frutales, en cambio, si el contenido de azucar es mas bajo se
generan sabores mas astringentes, acres, amargos, vinagre balsdmico, esto se debe a la formacion
de &cido orgéanicos debido a la presencia de bacterias acéticas (Komagataeibacter,
Gluconobacter, etc.) que transforman la glucosa en &cido gluconico y el etanol en &cido acético,
provocando estos sabores en la bebida (Li etal., 2022: pp.4-5). Incluso, las temperaturas bajas generan
sabores mas dulces por un proceso lento de fermentacion y las temperaturas altas provocan

sensaciones de “hormigueo”, “Arrugas” y “agrio” (Phetxumphou et al., 2021: pp.5-6).

4.3.4 Apariencia

La apariencia de la bebida probiética no presenta diferencias estadisticas, por efecto de los
diferentes niveles de pulpa de chirimoya, destacando que, la bebida se ubica en la categoria “no
me gusta ni me disgusta”, por presentar una valoracion de 3,24 a 3,40 (ver tabla 3-4). La
kombucha al tener cierta similitud con la cerveza, se filtra para tener un color mas claro, si este
proceso no se realiza, genera que presente turbidez, esto ocasionado por sélidos en suspension
(coloides), estos pueden ser originados por polifenoles, fibras celulares producidas por bacterias
del 4cido acético (zhang et al., 2018: pp.705-713; citados en Bishop et al., 2022: p.6). Esto puede generar
cierta desconfianza por parte del consumidor.

4.4  Analisis Econémico

4.4.1 Costo de produccion

Los costos de produccidn se calcularon por cada litro de bebida elaborada, determinandose que,
el valor incrementa, conforme aumentan los niveles de pulpa de chirimoya, es asi que, al utilizar
el 15% de pulpa de chirimoya genera el mayor costo de produccion por litro de bebida con $ 3,22,
mientras que, al elaborar la bebida con el 0% de pulpa de chirimoya, genera un costo de

produccién de $ 2,07, siendo méas econémico, como se aprecia en la tabla 4-4.

44,2 Beneficio/Costo

Se determind que, mientras se aumenta los niveles de pulpa de chirimoya, el costo de produccion
incrementa y el beneficio disminuye, es asi que, mediante el indicador beneficio/costo se
determina que, al emplear el 15% de pulpa de chirimoya, se obtiene el valor méas bajo con $ 1,09,
mientras que, al utilizar el tratamiento control, este valor aumenta a $ 1,69, como se aprecia en la

tabla 4-4, cabe destacar que, este producto no cuenta con ninguna propiedad funcional.

69



Tabla 4-4: Andlisis econdémico de la elaboracion de la bebida probidtica con diferentes niveles de pulpa de chirimoya

. Precio Precio Niveles de pulpa de chirimoya
DESCRIPCION Cantidad Horas  Unidad
unitario total 0% 5% 10% 15%
Chirimoya 1,2 Kg 7,50 9,00 0 15 3 45
Pepino Dulce 1,6 Kg 0,63 1,00 0,25 0,25 0,25 0,25
SCOBY 0,8 Kg 15,00 12 3 3 3 3
Agua 12,320 L 0,24 2,90 0,79 0,75 0,70 0,65
Té negro 80 g 0,05 4,35 1,09 1,09 1,09 1,09
Envase de plastico 16 0,21 3,36 0,84 0,84 0,84 0,84
Mano de obra 1 4 7,50 7,50 1,9 1,9 1,9 1,9
Gas y Energia eléctrica 0,15 0,04 0,04 0,04 0,04
TOTAL, EGRESOS 40,26 7,88 9,34 10,79 12,24
Cantidad de Producto (L) 3,8 3,8 3,8 3,8
Costo de produccion doélares/Litro 2,07 2,46 2,84 3,22
Precio por cada Litro 3,50 3,50 3,50 3,50
TOTAL, INGRESOS 13,30 13,30 13,30 13,30
BENEFICIO/COSTO 1,69 1,42 1,23 1,09

Realizado por: (Montero, Luis, 2022)
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CONCLUSIONES

o El empleo del 15% de pulpa de chirimoya (Annona cherimola), genera las condiciones
adecuadas, para ser usado como sustrato en la elaboracion de una bebida probidtica, por
cumplir el requerimiento minimo de acuerdo con la norma (NTE INEN 2938:2011) para
considerarse un alimento funcional, y por presentar las mejores caracteristicas fisicoquimicas,

de acuerdo con las normas (NTE INEN 1101, 2017; DUS 2037, 2018).

o Alemplear el 15% de pulpa de chirimoya, presenta las mejores caracteristicas fisicoquimicas,
al inicio y a los 8 dias de fermentacion, con un pH de 5 que disminuye a 4, lo mismo que los
solidos solubles con 4,88 a 1,62°Brix valor ajustado, en cambio, la acidez aumenta de 0,11 a
0,37¢g/100ml &cido acético y el alcohol con 1,02% valor ajustado. En los analisis
microbioldgicos, no hubo la presencia de Escherichia coli, coliformes totales y mohos, debido
al contenido de acidos organicos en la bebida, lo cual nos demuestra que el producto es apto
para el consumo humano. El crecimiento de bacterias probiéticas y levaduras fue mayor, al
utilizar el 15% de pulpa de chirimoya con 5,32x107 UFC/ml y 1,36x10° UFC/ml
respectivamente. Los niveles de pulpa de chirimoya no influyen, en los pardmetros

organolépticos de la bebida, ubicdndose en la categoria de “no me gusta ni me disgusta”.

e Elaborar una bebida con el 0% de pulpa de chirimoya, genera un costo de produccion
dolares/litro de 2,07, alcanzando una relacion costo/beneficio de $ 1,69, presentando la mayor
rentabilidad, pero sin ningln beneficio funcional, en cambio, emplear el 15% de pulpa de
chirimoya, genera el costo de produccion mas alto por litro de bebida $ 3,22, con el B/C mas

bajo $ 1,09, presentando un valor adicional por ser un producto funcional.
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RECOMENDACIONES

Elaborar la bebida utilizando el 15% de pulpa de chirimoya, porque, presenta el nimero de

microorganismos viables para considerarse un alimento probiotico.

Continuar con el estudio, e investigar, el efecto de la hierbaluisa como un potenciador en las

caracteristicas organolépticas de la bebida elaborada con el 15% de pulpa de chirimoya.
Socializar a la poblacion en general el consumo de la bebida probidtica, elaborada con el 15%

de pulpa de chirimoya, debido a que, aumenta la diversidad de microorganismos viables en

la flora bacteriana y de esta forma, permite fortalecer el sistema inmunoldgico de las personas.
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ANEXOS

ANEXO A: FICHA DE PRUEBA AFECTIVA DE ESCALA HEDONICA

NOMBRE:
FECHA:
INSTRUCCIONES

muestras.

Frente a usted se presentan 4 muestras diferentes de Bebida Probi6tica. Por favor, observe
y pruebe cada una de ellas, empezando de izquierda a derecha. Indique el grado en que le
gusta o disgusta cada una de las muestras, de acuerdo con el puntaje/categoria, escriba el

namero correspondiente en la linea del codigo de la muestra.

Nota: Recuerda hacer el uso del borrador (Agua) despues de probar cada una de las

PUNTAJE CATEGORIA
1 Me disgusta extremadamente
2 Me disgusta poco
3 No me gusta ni me disgusta
4 Me gusta poco
5 Me gusta extremadamente
Calificacién para cada atributo
Cadigo Olor color sabor Apariencia




ANEXO B: RESULTADOS FISICOQUIMICOS DE LA BEBIDA PROBIOTICA
ELABORADA CON DIFERENTES NIVELES DE PULPA DE CHIRIMOYA

e Inicio de la fermentacion

Inicio de Fermentacion

Niveles de pulpa ) .
Acidez (g/100ml Sdlidos Solubles

de chirimoya Repeticiones ) ) ) pH
acido aceético) (°Brix)
(%)

0 R1 0,11 3 4,6

0 R2 0,1 3 4,3

0 R3 0,11 3 4,6

0 R4 0,11 3 4,6

5 R1 0,12 3,25 4,8

5 R2 0,11 3,25 4,8

5 R3 0,12 3 4,8

5 R4 0,12 3,25 4,8
10 R1 0,08 4 49
10 R2 0,09 4 49
10 R3 0,08 4 4,9
10 R4 0,09 4 4,9
15 R1 0,1 5 5
15 R2 0,11 4,75 5
15 R3 0,11 5 5
15 R4 0,11 4,75 5




e 8 dias de fermentacion

8 dias de Fermentacion

Acidez Sélidos
) o (9/200ml dos Solubles % %
Tratamientos Repeticiones pH Solubles
acido _ (°Brix)  Alcohol Alcohol
) (°Brix) ) .

acético) Ajustado ajustado
TO R1 4 0,21 1 1,00 0,21 0,45
TO R2 4,1 0,18 1 1,00 0,37 0,61
TO R3 4 0,21 1 1,00 0,14 0,38
TO R4 4,1 0,22 2,3 1,52 0,26 0,51
T1 R1 4,1 0,3 2 141 0,30 0,55
T1 R2 3,9 0,27 2 141 0,33 0,58
T1 R3 4 0,29 2 141 0,61 0,78
T1 R4 4 0,29 2 141 0,45 0,67
T2 R1 4 0,34 2 141 1,20 1,10
T2 R2 4 0,27 2 141 1,60 1,27
T2 R3 4 0,3 2 141 1,30 1,14
T2 R4 4,1 0,3 2 141 1,15 1,07
T3 R1 4 0,39 3 1,73 0,83 0,91
T3 R2 4 0,39 2,5 1,58 0,96 0,98
T3 R3 4 0,34 2,5 1,58 1,36 1,17
T3 R4 4 0,35 2,5 1,58 1,03 1,02




ANEXO C: ESTADISTICO, pH DE LA BEBIDA PROBIOTICA ELABORADA CON
DIFERENTES NIVELES DE PULPA DE CHIRIMOYA

e I|nicio de fermentacion

A. Resultados experimentales

Niveles de pulpa Repeticiones
de chirimoya (%) I I i v Suma Media
0 4,6 43 4,6 4,6 18,1 4,53
5 4,8 4,8 4,8 4,8 19,2 4,80
10 4,9 49 4,9 4,9 19,6 4,90
15 5,0 5,0 5,0 5,0 20 5,00
Promedio 4,80625
Coeficiente de variacién (C.V.) 1,56

B. Analisis de varianza (ADEVA)

F.V SC gl CM F p-valor
Niveles de Pulpa de
o 0,50188 3 0,16729 29,74074 <0,0001
chirimoya
Error 0,0675 12 0,00563
Total 0,56938 15

P<0,01: Presenta diferencias altamente significativas

C. Prueba de separacion de medias (TUKEY = 0,05)

Niveles de pulpa de

. Medias n E.E. Rango
chirimoya (%)
15 5,00 4 0,0375 A
10 4,90 4 0,0375 AB
5 4,80 4 0,0375 B
0 4,53 4 0,0375

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



e 8 dias de fermentacion

A. Resultados experimentales

Niveles de pulpa

Repeticiones

de chirimoya (%) I I Il v Suma Media
0 4,0 41 4,0 41 16,2 4,05
5 4,1 39 4,0 4,0 16 4,00
10 4,0 4,0 4,0 41 16,1 4,03
15 4,0 4,0 4,0 4,0 16 4,00
Promedio 401875
Coeficiente de variacion (C.V.) 1,391
B. Anélisis De varianza (ADEVA)
F.V SC gl CM F p-valor
Niveles de pulpa de
chirimoya 0,01 3 0,002 0,73 0,5519
Error 0,04 12 0,003
Total 0,04 15
P>0,05: No Presenta diferencias altamente significativas
C. Prueba de separacion de medias (TUKEY = 0,05)
Niveles de pulpa de .
chirimoya (%) Medias n E.E. Rango
0 4,05 4 0,03 A
10 4,03 4 0,03 A
15 4,00 4 0,03 A
5 4,00 4 0,03 A

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO D: ESTADISTICO, ACIDEZ DE LA BEBIDA PROBIOTICA ELABORADA CON
DIFERENTES NIVELES DE PULPA DE CHIRIMOYA

e I|nicio de fermentacion

A. Resultados experimentales

Niveles de pulpa Repeticiones
de chirimoya (%) I 1 i v Suma Media
0 0,11 0,1 0,11 0,11 0,43 0,11
5 0,12 0,11 0,12 0,12 0,47 0,12
10 0,08 0,09 0,08 0,09 0,34 0,09
15 0,1 0,11 0,11 0,11 0,43 0,11
Promedio 0,10
Coeficiente de variacién (C.V.) 4,99

B. Anadlisis de varianza (ADEVA)

F.V SC gl CM F p-valor
Niveles de pulpa de
o 0,002 3 0,0008 27,92 <0,0001
chirimoya
Error 0,000 12 0,00003
Total 0,003 15

P<0,01: Presenta diferencias altamente significativas

C. Prueba de separacion de medias (TUKEY = 0,05)

Niveles de Pulpa de

. Medias n E.E. Rango
Chirimoya (%)
0,5 0,12 4 0,003 A
0 0,11 4 0,003 A
15 0,11 4 0,003 A
10 0,09 4 0,003 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)



e 8 dias de fermentacion

A. Resultados experimentales

Niveles de pulpa

Repeticiones

de chirimoya (%) I Il i v Suma Media
0 0,21 0,18 0,21 0,22 0,82 0,21
5 0,3 0,27 0,29 0,29 1,15 0,29
10 0,34 0,27 0,3 0,3 1,21 0,30
15 0,39 0,39 0,34 0,35 1,47 0,37
Promedio 0,29
Coeficiente de variacion (C.V.) 7,65
B. Anélisis de varianza (ADEVA)
F.V SC gl CM F p-valor
Niveles de pulpa de
chirimoya 0,05 3 0,02 36,16 <0,0001
Error 0,01 12 0,00
Total 0,06 15
P<0,01: Presenta diferencias altamente significativas
C. Prueba de separacion de medias (TUKEY = 0,05)
Niveles de pulpa de .
chirimoya (%) Medias n E.E. Rango
15 0,37 4 0,01 A
10 0,30 4 0,01 B
5 0,29 4 0,01 B
0 0,21 4 0,01 C

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



ANEXO E: ESTADISTICO, SOLIDOS SOLUBLES DE LA BEBIDA PROBIOTICA
ELABORADA CON DIFERENTES NIVELES DE PULPA DE CHIRIMOYA

e Inicio de la fermentacion

A. Resultados Experimentales

Niveles de pulpa Repeticiones
de chirimoya (%) I 1 i v Suma Media
0 3 3 3 3 12 3,00
5 3,25 3,25 3 3,25 12,75 3,19
10 4 4 4 4 16 4,00
15 5 4,75 5 4,75 19,5 4,88
Promedio 3,77
Coeficiente de variacion (C.V.) 2,54
B. Andlisis de varianza (ADEVA)
F.V SC al CM F p-valor
Niveles de pulpa de
chirimoya 8,82 3 2,94 322,71 <0,0001
Error 0,11 12 0,01
Total 8,93 15
P<0,01: Presenta diferencias altamente significativas
C. Prueba de separacion de medias (TUKEY = 0,05)
Niveles de pulpa de )
Chirimoya (%) Medias n E.E. Rango
15 4,88 4 0,05 A
10 4,00 4 0,05 B
5 3,19 4 0,05 C
0 3,00 4 0,05 C

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



e 8 dias de fermentacion

A. Resultados experimentales

Niveles de pulpa Repeticiones
de chirimoya (%) I I Il v Suma Media
0 1 1 1 2,3 53 1,33
5 2 2 2 2 8 2,00
10 2 2 2 2 8 2,00
15 3 2,5 2,5 2,5 10,5 2,63
Promedio 1,99
Coeficiente de variacion (C.V.) 17,52
B. Valores ajustados mediante raiz cudrada
Niveles de pulpa Repeticiones
de Chirimoya (%) I Il Il v Suma Media
0 1,00 1,00 1,00 1,52 4,52 1,13
5 1,41 1,41 1,41 1,41 5,66 1,41
10 1,41 1,41 1,41 1,41 5,66 1,41
15 1,73 1,58 1,58 1,58 6,48 1,62
Promedio 1,39
Coeficiente de variacion (C.V.) 9,72
C. Andlisis de varianza (ADEVA)
F.V SC al CM F p-valor
Niveles de pulpa de
chirimoya 3,38 3 1,13 9,30 0,0019
Error 1,46 12 0,12
Total 4,84 15

P<0,01: Presenta diferencias altamente significativas



D. Prueba de separacion de medias (TUKEY = 0,05)

Niveles de pulpa de ) Medias
o Medias ) n E.E. Rango
chirimoya (%) ajustadas
15 2,63 1,62 4 0,17 A
10 2,00 1,41 4 0,17 AB
5 2,00 1,41 4 0,17 AB
0 1,33 1,13 4 0,17 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO F: ESTADISTICO, % ALCOHOL DE LA BEBIDA PROBIOTICA ELABORADA
CON DIFERENTES NIVELES DE PULPA DE CHIRIMOYA

e 8 dias de fermentacion

A. Resultados experimentales

Niveles de pulpa Repeticiones
de chirimoya (%) I I Il v Suma Media
0 0,21 0,37 0,14 0,26 0,98 0,25
5 0,3 0,33 0,61 0,45 1,69 0,42
10 1,2 1,6 1,3 1,15 5,25 1,31
15 0,83 0,96 1,36 1,03 4,18 1,05
Promedio 0,76
Coeficiente de variacién (C.V.) 22,98

B. Valores ajustados por raiz cuadrada

Niveles de pulpa Repeticiones
de Chirimoya (%) I Il Il v Suma Media
0 0,45 0,61 0,38 0,51 1,95 0,49
5 0,55 0,58 0,78 0,67 2,58 0,65
10 1,10 1,27 1,14 1,07 4,57 1,14
15 0,91 0,98 1,17 1,02 4,07 1,02
Promedio 0,82

Coeficiente de variacioén
(CV) 12,13



C. Andlisis de varianza (ADEVA)

F.V SC al CM F p-valor
Niveles de pulpa de
o 3,06 3 1,021 33,80 <0,0001
chirimoya
Error 0,36 12 0,030
Total 3,42 15

P<0,01: Presenta diferencias altamente significativas

D. Prueba de separacion de Medias (TUKEY = 0,05)

Niveles de pulpa de

chirimoya (%) Medias n EE. Rango
10 131 Z 0,09 A
15 1,05 4 0,09 A
5 0,42 4 0,09 B
0 0,25 4 0,09 B

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

ANEXO G: ESTADISTICO, BACTERIAS PROBIOTICAS EN LA BEBIDA FUNCIONAL
ELABORADA CON DIFERENTES NIVELES DE PULPA DE CHIRIMOYA

e 8 dias de fermentacioén

A. Resultados experimentales

Niveles de pulpa Repeticiones
de chirimoya (%) I I i v Suma Media
0 1470 2290 1660 2660 8080 2020
5 17400 42000 24000 150000 233400 58350
10 63000 63000 100000 110000 336000 84000

15 62000000 8000000 50000000 93000000 213000000 53250000

Promedio 133485925
Coeficiente de variacion (C.V.) 131,81



B. Andlisis de varianza (ADEVA)

F.V SC ol CM F p-valor
Niveles de pulpa de
o 8,49X10" 3 2,83X10" 9,14 0,002
chirimoya
Error 3,71X10" 12 3,09X10%
Total 1,22X10'¢ 15

P<0,01: Presenta diferencias altamente significativas

C. Prueba de separacion de Medias (TUKEY = 0,05)

Niveles de Pulpa de

o Medias n E.E. Rango
Chirimoya (%)
15 53250000 4 8797209,95 A
10 84000 4 8797209,95 B
5 58350 4 8797209,95 B
0 2020 4 8797209,95 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO H: ESTADISTICO, LEVADURAS DE LA BEBIDA PROBIOTICA ELABORADA
CON DIFERENTES NIVELES DE PULPA DE CHIRIMOYA

e 8 dias de fermentacion

A. Resultados experimentales

Niveles de Repeticiones

pulpa de
chirimoya
(%) | Il I Y} Suma Media

0 1000000 4500000 6000000 21000000 32500000 8125000
5 110000000 92000000 1000000 19000000 222000000 55500000
10 2000000 140000000 84000000 1000000000 1226000000 306500000
15 2400000000 130000000 2000000000 910000000 5440000000 1360000000
Promedio 432531250
Coeficiente de variacion
(CV) 131,23




B. Andlisis de varianza (ADEVA)

F.V SC al CM F p-valor
Niveles de pulpa de
o 4,79X10"8 3 1,60X10'® 4,96 0,0182
chirimoya
Error 3,87X10" 12 3,22X10"7
Total 8,66X10'8 15

P<0,05: Presenta diferencias significativas

C. Prueba de separacion de medias (TUKEY = 0,05)

Niveles de pulpa de

o Medias n E.E. Rango
chirimoya (%)
15 1360000000 4 283810756,6 A
10 306500000 4 283810756,6 AB
5 55500000 4 283810756,6 B
0 8125000 4 283810756,6 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)



RESULTADOS DE LA VALORACION SENSORIAL EN LA BEBIDA

ELABORADA DIFERENTES NIVELES DE PULPA DE CHIRIMOYA

ANEXO

APARIENCIA

COLOR SABOR

OLOR

CATADOR

TO T1 T2 T3 T0O T1 T2 T3 TO T1 T2 T3 TO T1 T2 T3

2 4 3 2
1

3
3
4

3 4 4

3

4

4

5

4 3 4

4 4 4 5
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4
3

3 4 5
5

5

4 3 4
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4 4 4 3

2
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13

5

4 4 4

14

15

16
17

4 4 4 4

2

18

19

20

21

22

4 4 4 5

5

23

24
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ANEXO J: ANALISIS ESTADISTICO DEL OLOR DE LA BEBIDA PROBIOTICA
ELABORADA CON DIFERENTES NIVELES DE PULPA DE CHIRIMOYA

A. Estadistica descriptiva del atributo sensorial “olor” de la bebida probidtica

Tratamiento  Variable n Media D.E. Minimo Maximo
TO Olor 25 2,84 0,99 1,00 5,00
Tl Olor 25 3,36 0,91 2,00 5,00
T2 Olor 25 3,32 1,07 1,00 5,00
T3 Olor 25 3,40 1,00 2,00 5,00

B. Prueba no paramétrica de Friedman en el atributo sensorial de olor

Tratamiento Suma (Ranks) Media (Ranks) n p
TO 51,00 2,04 25
T2 65,00 2,60 25
0,1487
T1 66,00 2,64 25
T3 68,00 2,72 25

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,050)

ANEXO K: ANALISIS ESTADISTICO DEL COLOR DE LA BEBIDA PROBIOTICA DE LA
ELABORADA CON DIFERENTES NIVELES DE PULPA DE CHIRIMOYA

A. Estadistica descriptiva del atributo sensorial “color” de la bebida a probiética

Tratamiento Variable n Media D.E. Minimo Maximo
T0 Color 25 3,40 0,71 2,00 5,00
T1 Color 25 3,36 0,76 2,00 4,00
T2 Color 25 3,68 0,85 2,00 5,00
T3 Color 25 3,36 1,04 1,00 5,00

B. Prueba no paramétrica de Friedman en el atributo sensorial de color

Tratamiento Suma (Ranks) Media (Ranks) n p
Tl 56,00 2,24 25
TO 58,50 2,34 25
0,0911
T3 62,50 2,50 25

T2 73,00 2,92 25




ANEXO L: ANALISIS ESTADISTICO DEL SABOR DE LA BEBIDA PROBIOTICA
ELABORADA CON DIFERENTES NIVELES DE PULPA DE CHIRIMOYA

A. Estadistica descriptiva del atributo sensorial “sabor” de la bebida a probidtica

Tratamiento  Variable n Media D.E. Minimo Maximo
TO Sabor 25 2,60 1,04 1,00 5,00
T1 Sabor 25 2,96 1,02 1,00 5,00
T2 Sabor 25 2,44 1,04 1,00 5,00
T3 Sabor 25 2,96 1,46 1,00 5,00

B. Prueba no paramétrica de Friedman en el atributo sensorial de sabor

Tratamiento Suma (Ranks) Media (Ranks) n p
T2 52,00 2,08 25
T0 62,00 2,48 25
0,1852
T3 67,00 2,68 25
T1 69,00 2,76 25

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,050)

ANEXO M: ANALISIS ESTADISTICO DE LA APARIENCIA DE LA BEBIDA
ELABORADA CON DIFERENTES NIVELES DE PULPA DE CHIRIMOYA

A. Estadistica descriptiva del atributo sensorial “apariencia” de la bebida a probiotica

Tratamiento Variable n Media D.E. Minimo Maximo
TO Apariencia 25 3,40 0,58 3,00 5,00
T1 Apariencia 25 3,40 0,71 2,00 5,00
T2 Apariencia 25 3,28 1,02 2,00 5,00
T3 Apariencia 25 3,24 1,27 1,00 5,00

B. Prueba no paramétrica de Friedman en el atributo sensorial de apariencia

Tratamiento Suma (Ranks) Media (Ranks) n p
T2 61,00 2,44 25
T3 61,00 2,44 25
0,9574
TO 63,50 2,54 25
T1 64,50 2,58 25

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,050)



ANEXO N: ELABORACION DE LA BEBIDA PROBIOTICA CON DIFERENTES NIVELES
DE PULPA DE CHIRIMOYA

Infusion de té



Licuado y cernido

Mezclado de la fruta, té y agua



Fermentacion



ANEXO N: ANALISIS FISICOQUIMICOS DE LA BEBIDA PROBIOTICA ELABORADA
CON DIFERENTES NIVELES DE PULPA DE CHIRIMOYA

pH y solidos solubles

Porcentaje de alcohol



ANEXO O: ANALISIS MICROBIOLOGICOS DE LA BEBIDA PROBIOTICA
ELABORADA CON DIFERENTES NIVELES DE PULPA DE CHIRIMOYA

ANEXO P: CUADRO RESUMEN DE LOS ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Microorganismo Resultado Analisis

Para el conteo de E. coli se utilizo el
Ausencia agar MacConkey y a la vez para el
conteo de Coliformes totales, debido a
que, este medio sirve para el crecimiento
Coliformes de bacterias Gram -, es asi como puede
totales y crecer (Salmonella, shigella,
Escherichia coli Enterococcus, Klebsiella, E. coli, etc.).
En todos los tratamientos no hubo

crecimiento de ningin microorganismo,

lo cual es un indicativo que el producto

es inocuo y de calidad.

159% Pulpa de chirimoya =  Parael recuento de bacterias probidticas

5,3x10” UFC/ml se utilizo el medio de cultivo Agar MRS
" Lactobacilli, donde se observd colonias
' de color blanquecinas y presentaron una

Bacterias . .
apariencia mucoide o cremosa. El

Probioticas . .
tratamiento T3 es el Unico que se
- considera probi6tico, por tener una
cantidad de microorganismos viables

mayor a 1X10° UFC/ml




Mohos y

Levaduras

15% Pulpa de chirimoya =
1,36x10° UFC/ml

Para el recuento de mohos y levaduras se
utilizé el agar PDA, hay que destacar que
en todos los tratamientos no hubo la
presencia de mohos, lo que nos
demuestra que su consumo es seguro, en
cambio las levaduras, presentaron un
color crema, aspecto mucoide y de forma

irregular.
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ANEXO S: ANALISIS ORGANOLEPTICO EN LA BEBIDA PROBIOTICA ELABORADA
CON DIFERENTES NIVELES DE PULPA DE CHIRIMOYA
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