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RESUMEN

En este trabajo, se evalua la viabilidad técnica de utilizar el cultivo simbidtico
de bacterias y levaduras (SCOBY), un subproducto generado a partir de la
elaboracion de kombucha, como fuente de proteina microbiana para consumo
humano. El estudio se centra en buscar una fuente alternativa de proteina sostenible
para abordar la problematica de inseguridad alimentaria y reducir el impacto ambiental
de las fuentes tradicionales de proteina. Los objetivos de la investigacion incluyeron
establecer las condiciones de fermentaciéon 6ptimas para obtener la biomasa
microbiana, en donde se estudiaron cuatro tiempos de fermentacién y dos
concentraciones de azucar. Para dar seguimiento al avance del proceso, se
estudiaron tres parametros fisicoquimicos (pH, sdélidos solubles y temperatura), se
midié la tasa de crecimiento de la biomasa y se analizaron las caracteristicas
bromatoldgicas de las muestras. Los resultados arrojaron que la tasa de crecimiento
del SCOBY aumenta con el tiempo de fermentacion, siendo mayor en el medio liquido
con concentracién de azucar del 7 %. Se obtuvo que la composicién de la biomasa
varia en comparacion a otros estudios, mostrando un contenido de proteina en base
seca menor al 3 %. Sin embargo, los resultados de humedad, carbohidratos y fibra
dietética se asemejan a lo expuesto por otros autores. Con esto, se concluye que se
requieren mas estudios para optimizar la produccién de este nutriente y para concluir
que la obtencién de biomasa a partir del SCOBY es viable. Ademas, existe un

potencial con fibras que necesita de mayores investigaciones.
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En este primer apartado de la investigacion, se presenta su area de estudio,
centrada en la microbiologia de las fermentaciones y la quimica de alimentos. Se
establece la delimitacion del problema, sefialando el crecimiento poblacional y su
relacion con la inseguridad alimentaria, lo cual destaca la importancia de la busqueda
de fuentes de proteina alternativa. Asimismo, se justifica la investigacion del cultivo
simbidtico de bacterias y levaduras (SCOBY por sus siglas en inglés) destacando su
importancia cientifica y tecnoldgica en el area de proteinas alternativas. Se incluyen
antecedentes de estudios previos relacionados con proteinas unicelulares v,
finalmente, se establecen los objetivos (general y especificos) del proyecto de

investigacion.

1.1 Area de estudio

La investigacion esta delimitada en dos areas relacionadas con la ingenieria
en tecnologia de alimentos, las cuales son el area de microbiologia de las
fermentaciones, mediante la caracterizacion de un cultivo simbiotico de bacterias y
levaduras (SCOBY) en condiciones controladas, y, el area de analisis quimico de
alimentos, mediante la aplicaciéon de métodos proximales validados para cuantificar
macronutrientes respectivamente. Ademas, esta centrada en la busqueda de fuentes
alternativas sostenibles de proteina para consumo humano y se relaciona con el area

de investigacion de aprovechamiento de subproductos definida por la carrera.

1.2 Delimitacion del problema

El crecimiento poblacional mundial proyectado para los afos venideros
representa una creciente demanda por los alimentos. Segun la Division de Poblacion
del Departamento de Asuntos Econdmicos y Sociales de las Naciones Unidas (DESA)

(2022), la poblacion mundial esta en un aumento constante; se prevé un crecimiento
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de 8 500 millones de habitantes para el afio 2030 y aproximadamente unos 9 700
millones para el afio 2050. Este crecimiento poblacional se relaciona directamente
con la inseguridad alimentaria mundial, ya que, desde el afio 2015, se ha observado
un aumento alarmante (Organizacion de la Naciones Unidas [ONU], 2023).

En el afo 2022, se evidencié que el 9,2 % de la poblacibn mundial se
encontraba en estado de hambre cronica y aproximadamente 2 400 millones de
personas presentaron inseguridad alimentaria en niveles moderados a graves para
ese mismo afo. Previsiones de expertos muestran que para 2030 la cifra de personas
que se enfrentan a condiciones de hambre podria superar los 600 millones de
personas (ONU, 2023), lo cual hace dificil el cumplimiento del objetivo 2 (hambre cero)
del desarrollo sostenible.

Hay evidencia de que esta problematica mundial tiene grandes repercusiones
en el desarrollo de la infancia; por ejemplo, en el afio 2020, habia un 22 % de nifios
menores de 5 afos que sufrian de retrasos en el crecimiento (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAQO], 2022).

Ahora bien, se sabe que uno de los nutrientes mas importantes dentro de las
dietas son las proteinas. Estas son macromoléculas esenciales que se componen de
aminoacidos; dentro de los organismos vivos, actuan como componentes
estructurales y funcionales. Cumplen un papel fundamental en los procesos
bioldgicos, debido a que son indispensables para mantener la integridad de los tejidos
y facilitar la regeneracién. También, estan relacionadas con la creacion, reparacion y
mantenimiento de tejidos corporales durante las etapas de crecimiento (Salazar et al.,
2025). Estas macromoléculas son las responsables de aportar aminoacidos

esenciales, nitrégeno y energia al organismo (Morales et al., 2017).
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Dentro de las proteinas que tradicionalmente se han ingerido, resaltan aquellas
de origen animal, ya que estas logran proporcionar todos los aminoacidos esenciales
(Morales et al., 2017). Sin embargo, estas fuentes proteicas se han relacionado con
impactos negativos sobre la salud y el planeta.

La produccion de proteinas de origen animal conlleva impactos sobre el
ambiente como la contaminacion y explotacion de recursos. Genera mayores
emisiones por unidad de energia que los productos de origen vegetal, posicionandose
como la principal fuente de metano. Aproximadamente, el 12 % de las emisiones de
gases de efecto invernadero son producidas por esta industria; el mayor productor de
estos gases es el ganado bovino (62 %), seguido del porcino (14 %), las aves de
corral (9 %), bufalos (8 %) y ovejas y cabras (7 %) (Godfrey et al., 2018; FAO, 2023).

Este tipo de agricultura utiliza aproximadamente un tercio del agua dulce, lo
que provoca estrés hidrico. Otro factor importante es que contribuye a la
contaminacion por nitrogeno y fosforo. A su vez, afecta la biodiversidad por la
deforestacion y transformacion de campos en areas de pastos y cultivos para alimento
(Godfrey et al., 2018).

Ademas, las proteinas de fuentes animales se han asociado con riesgo de
sufrir enfermedades cardiovasculares, lo cual afecta a mas de 17,9 millones de
personas al afo (Quesada y Gomez, 2019). Por lo tanto, una de las principales
alternativas que se ha tomado en cuenta es la produccién e ingesta de proteinas de
fuente vegetal, ya que estas presentan un menor efecto ambiental y requieren una
menor extension de terreno, por tamafo de porcion, gramos de proteina o energia
aportada en comparacién con la produccion de proteinas animales. Por otro lado, el
consumo de proteinas de fuente vegetal se ha asociado a una menor presion arterial,

niveles de colesterol LDL y riesgos cardiovasculares; no obstante, la ingesta de
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algunas proteinas de fuente vegetal es incompleta al tener una cantidad menor o nula
de algunos aminoacidos esenciales (Quesada y Gomez, 2019).

Lo anterior sugiere que se planteen alternativas de producciéon y consumo de
proteinas que permitan tener un impacto positivo sobre el ambiente y la salud de los
consumidores. Dentro de estas, resalta la biomasa de microorganismos que
presentan un potencial por su alto aporte de aminoacidos, acidos grasos y vitaminas,
pero el aporte de dichos nutrientes va a depender del microorganismo y las
condiciones empleadas para producirlas (Vega, 2020).

La proteina unicelular obtenida a partir de la biomasa microbiana de bacterias,
algas, levaduras y hongos filamentosos podria ser una alternativa prometedora; ya
que, segun Chacon (2004), esta es una opcion biotecnoldgica de viabilidad ambiental
y nutricional. Visto desde el eje productivo, estas proteinas presentan grandes tasas
de productividad debido al crecimiento exponencial de los microorganismos y no
requieren mucho suelo para su crecimiento, pues este se realiza en biorreactores. Por
otra parte, desde el eje nutricional, estas proteinas unicelulares cuentan con una
composicién de aminoacidos adecuada (Torrejon, 2020).

Es relevante también mencionar que, visto desde la perspectiva de viabilidad
ambiental, el aprovechamiento y la transformacién de subproductos agroindustriales
puede ser una estrategia efectiva para la gestion sostenible de residuos y para
responder a la creciente demanda de alimentos y fuentes alternativas de proteina
tanto para alimento animal como humano (Asiri y Chu, 2022). En este contexto, el
SCOBY, una biomasa microbiana generada como subproducto directo del proceso de
fermentacidon de la kombucha, representa una oportunidad valiosa. Este es

tradicionalmente descartado; no obstante, contiene un alto porcentaje de celulosa, asi
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como proteinas y compuestos bioactivos que pueden revalorizarse (das Chagas et
al., 2025).

Finalmente, el desarrollo de sistemas integrados de economia circular (waste
to protein) ha sido identificado como clave para la sostenibilidad global, al maximizar
la valorizacion de residuos agroindustriales para producir proteinas aptas para
consumo humano. Ademas, constituye una fuerte iniciativa para atacar la crisis de
hambre global (Piercy et al., 2022).

La obtencion de este tipo de proteinas podria tener una desventaja por el alto
contenido de acidos nucleicos, ya que pueden presentar un riesgo sobre la salud por
el aumento en los niveles de acido urico en el suero, afectando los rifiones (Li et al.,
2024). Sin embargo, la evaluacion de este tipo de componentes requiere el desarrollo
y estandarizacion de métodos de analisis especificos, por lo que no se incluye como
parte de este estudio. A raiz de esto surge la pregunta de investigacion: ¢ Es viable
técnicamente utilizar la biomasa del cultivo simbi6tico de bacterias y levaduras
(SCOBY) generado en la elaboracion de kombucha como una fuente de proteina

alternativa para consumo humano?

1.3 Justificacion

En la misma linea de lo que se menciond anteriormente, uno de los principales
problemas para el desarrollo sostenible corresponde al hambre y la malnutriciéon a
nivel mundial, lo cual genera distintas enfermedades en las personas, baja
productividad y retraso en el crecimiento (ONU, 2023). La seguridad alimentaria juega
un papel crucial en la actualidad, pues la poblacién mundial se encuentra en aumento,
con lo que surge la necesidad de tener disponibilidad de alimentos inocuos y seguros.

Ante esta situacion, la industria agroalimentaria tiene grandes retos para producir
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alimentos de manera sostenible, que reduzcan el impacto ambiental, que no
perjudiquen los recursos naturales y que, a su vez, logren satisfacer las necesidades
de las generaciones actuales y futuras (Salazar y Mufioz, 2019).

Como se menciono en la delimitacion del problema, las proteinas juegan un
papel fundamental en la nutricidon de las personas. Las que se han producido en
mayores proporciones son las de origen animal y vegetal; sin embargo, se ha
evidenciado que la produccion de estas ya no es suficiente para satisfacer la demanda
de alimentos.

Una de las alternativas que se ha propuesto por algunos investigadores, es el
uso de proteina unicelular obtenida de la biomasa de microorganismos. Esta, en
comparacion con las tradicionales, presenta tasas de crecimiento eficientes, en
terrenos mucho mas pequefios (Torrejon, 2020).

Sin embargo, desde el marco experimental se requieren mas investigaciones
que permitan determinar la viabilidad de obtener este tipo de proteinas, para asi poder
utilizarlas en la alimentacion del ser humano. Por lo tanto, se propone realizar la
presente investigacion, con el fin de evaluar si la obtencion de proteina a partir de la
biomasa generada como subproducto en la elaboracion de la kombucha es viable
técnicamente.

Con la realizacidn del presente proyecto, se espera obtener conocimiento
importante en la caracterizacién proximal de la biomasa microbiana generada en la
produccion de kombucha (SCOBY) como una fuente de proteina alternativa. Lo
anterior, representa un impacto positivo no solo social, sino ambiental y econdémico,
cumpliendo con los tres ejes fundamentales del desarrollo sostenible.

A través de la ejecucion del estudio, se pretende apoyar ejes como lo son la

produccion y el consumo sostenible, la innovacion y el uso sostenible de bienes, asi
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como diferentes objetivos del desarrollo sostenible (ODS), tales como: hambre cero
(2), accidn por el clima (13), produccion y consumo responsables (12), entre otros.

A su vez, la investigacidn propuesta impacta en diversas areas estratégicas
planteadas por la Vicerrectoria de Investigacién y Transferencia de la Universidad
Técnica Nacional, especificamente las lineas de investigacion propuestas para la
carrera de Ingenieria en Tecnologia de Alimentos. Principalmente, en el area de
aprovechamiento de subproductos de la industria (UTN, 2023), ya que, el SCOBY es
un subproducto de la produccion de kombucha. Esta biomasa actualmente no es
aprovechada de ninguna forma y con el estudio propuesto, el establecer las
condiciones de fermentacion ideales y la caracterizacibn bromatoldgica, podria
representar un aporte importante como una fuente de proteina alternativa, con sus
respectivas caracteristicas funcionales.

Finalmente, se considera que la investigacion propuesta es de gran
importancia cientifica y tecnoldgica, ademas de que pretende ser la base para
estudios venideros en la linea de proteinas alternativas producidas a partir de
biomasa microbiana, sobre todo considerando que, en Costa Rica, no se han
encontrado investigaciones publicadas que evaluen el contenido proteico del SCOBY
como fuente para alimentacion humana, lo que representa una oportunidad para

generar conocimiento local y transferible a la industria.

1.4 Antecedentes

En la esta seccion se recopildé una serie de investigaciones relacionadas con
diferentes temas de interés. Primeramente, se destaca el articulo, desarrollado por
Nasseri et al. (2011), en el cual se mencionan aspectos vinculados con lo que son las

proteinas unicelulares (SCP por sus siglas en inglés). Dentro de los aspectos
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generales, los autores destacan la definicion, produccion, aspectos econdmicos,
aceptabilidad, toxicidad y procesamiento de la proteina para ser utilizada como
alimento.

En la misma linea de investigacion, se destaca la de Forero et al. (2021),
quienes realizaron su trabajo con el objetivo de proporcionar informacion relacionada
con la produccién, ventajas y desventajas, procesos fermentativos, microorganismos
y sustratos utilizados para obtencion de proteina unicelular. Como resultados
generales de ambas investigaciones, se obtuvo que las proteinas unicelulares son
células secas de los microorganismos y estas son utilizadas como suplemento
proteico en la alimentacién de humanos y animales por sus grandes beneficios.

En comparacion con las proteinas tradicionales, la produccion de SCP resulta
bastante ventajosa, debido a que estas poseen alto contenido proteico, presentan
altas tasas de crecimiento en tiempos relativamente cortos, pueden utilizar una amplia
variedad de sustratos para desarrollarse (residuos organicos) y no dependen de las
condiciones climaticas, haciendo posible el crecimiento en cualquier estacién del afo
(Nasseri et al., 2011; Forero et al., 2021).

Se resalta el trabajo de Zandona et al. (2021), quienes destacaron el suero
lactico como un sustrato importante para producir SCP, proporcionando ventajas
como disminucion en la contaminacién por un mal manejo de los residuos lacteos y
la posible produccion de un producto con gran valor agregado. Asimismo, la obtencion
de esta proteina puede darse por medio de metodologias que utilicen directamente
microorganismos que utilizan la lactosa contenida en el suero o bien, una vez que se
hidroliza enzimatica o quimicamente la lactosa, aplicando microorganismos que no

utilizan este carbohidrato.
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Con respecto a esto, se destaca el trabajo realizado por Aguirre et al. (2009),
el cual se centr6 en determinar la viabilidad técnica de obtener dos productos
diferentes a partir del suero de leche, la proteina liofilizada y la biomasa probidtica,
respectivamente. Metodolégicamente, los autores plantearon diversos procesos para
obtencién y ultrafiltracion del suero; asi como también, el método utilizado para la
fermentacion de la lactosa, el cual se desarroll6 en biorreactores, a temperatura y pH
controlado.

Ademas, se evalud la viabilidad de la biomasa obtenida a través del método de
siembra y cuenta en placas. Dentro de los principales resultados obtenidos, se
destaca que si es viable obtener ambos productos (proteina y biomasa liofilizada) y
el método para hacerlo es bastante simple, haciéndolo atractivo por sus bajos costos
productivos. Asimismo, se logré obtener concentraciones adecuadas de biomasa
probidtica. Finalmente, el proceso de fermentacidn no resulté complicado, ya que
unicamente se requiere controlar la temperatura y el pH (Aguirre et al., 2009).

Otro sustrato que se utiliza ampliamente son los residuos de frutas y vegetales,
tal y como se muestra en el articulo de Oshoma et al. (2017), en el que determinaron
la conveniencia de utilizar cascaras de banano para obtener proteina unicelular del
microorganismo Aspergillus niger, donde la biomasa obtenida y el pH fueron
analizados por medio de técnicas estandares durante el proceso de fermentacion
sumergida. Se estudio el crecimiento de dichos microorganismos en tres medios:
cascara suplementada, cascara con glucosa y cascara sin suplementar.

Los resultados obtenidos mostraron que el mayor porcentaje de proteina se
obtuvo con las cascaras suplementadas, por lo que los autores concluyeron que el
contenido de biomasa obtenida puede mejorar a través de la adicién de suplementos

en el medio (Oshoma et al., 2017). Ahora bien, de forma similar, Conejo (2023)
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destaco la obtencién de proteina unicelular a partir de hongos filamentosos utilizando
residuos de pifia y banano como sustratos.

La autora menciona que dentro de sus objetivos se encuentra el estudio de la
bioconversion de materiales residuales con cepas de tres hongos diferentes, para asi
analizar la obtencién de SCP; de modo que se determiné el potencial de las células
para utilizarse como suplemento alimenticio. La metodologia del trabajo se basé en
inocular por 14 dias a 25-30 °C los sustratos de banano, pulpa y cascara de pifia, a
un pH de 4-5. Después del proceso fermentativo, los hongos comenzaron a crecer y
se sometieron a un secado en horno y una trituracién en molinos. Se efectuaron
pruebas para caracterizar las fuentes de carbono a través de cromatografias liquidas
de alta resolucion y la proteina fue cuantificada por el método Kjeldahl (Conejo, 2023).

A partir de los resultados, la autora demostré que la fuente de carbono vy
cobertura se relaciona directamente con la produccién de proteina y, por ende,
concluye que es importante implementar métodos que permitan aprovechar desechos
y obtener proteinas de microorganismos (Conejo, 2023).

En otro estudio realizado por Palmerin et al. (2011), se evidencié la
identificacion de una levadura para la produccion de proteina unicelular destinada al
consumo humano. Se planted el uso de etanol como fuente de carbono para producir
biomasa como una alternativa viable. La levadura Candida utilis fue el organismo de
interés debido a su capacidad para utilizar diversas fuentes de carbono, incluido el
etanol. El estudio buscé determinar los parametros cinéticos y cuantificar las proteinas
de la biomasa producida. En el estudio, se llevaron a cabo cinéticas de crecimiento
en matraces agitados para determinar la concentracion optima de etanol y se

ajustaron varios modelos cinéticos a los datos experimentales para determinar los
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parametros cinéticos claves, especificamente en caldo Sabouraud a 30 °C en
matraces agitados a 200 rpm.

Se encontré que la concentracion optima de etanol para el crecimiento de
Candida utilis fue de 16 g/L, con una velocidad maxima de crecimiento especifico de
0,99 u (h-1). La concentracion de proteina en la biomasa en seco de Candida utilis
fue del 52.5 % (Palmerin et al., 2011).

Ahora bien, otro sustrato que podria utilizarse para potencialmente obtener
SCP es la kombucha. Actualmente, esta se ha estudiado ampliamente por sus
multiples beneficios, como lo mencionan da Silva et al. (2022), que destacan esta
bebida por su importante valor nutricional. En la investigacién, mencionan aspectos
relacionados con la formulacién tradicional, la composicion quimica, usos de sustratos
alternativos para obtencion de kombucha y los principales efectos sobre la salud.
Principalmente, los autores obtuvieron que la composicion quimica de la bebida esta
ligada a los ingredientes, proporciones y parametros de fermentacién a los que se
somete. Asimismo, algunos estudios demostraron que la kombucha presenta una alta
actividad antioxidante, asi como actividad antimicrobiana, hipoglucemiante,
antihipertensiva, entre otros (Silva et al., 2022).

En una linea de investigacion similar, se destaca la evaluacion de las
propiedades de la kombucha en funcién del tipo de azucar afiadido y el tiempo de
fermentacion. El documento de Muhialdin et al. (2019) destaca claramente esto, ya
que ellos se propusieron como objetivo analizar la composicién fisicoquimica y
actividad antioxidante del té fermentado. Principalmente, se seleccionaron tres
fuentes de azucar (refinada, de palma de coco y de melaza), las cuales se agregan a
té negro a un 10 %, junto con el SCOBY en un 3 % y otro 10 % de kombucha

previamente fermentada.
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Esta mezcla se incub6 por 14 dias en la oscuridad a una temperatura de
aproximadamente 24 °C; donde, al finalizar el proceso, se determiné el contenido de
azucares y acidos por cromatografia de alta resolucion. Los resultados del estudio
mostraron una alta formacién de biomasa en el medio en el que se utiliza azucar
refinada (Muhialdin et al., 2019). Esta investigacion permite sustentar la definicion de
concentraciones de azucar y temperatura para llevar a cabo las fermetaciones.

De forma similar, Morales (2022), en su investigacion, propone el uso del
mucilago del cacao como fuente de azucar para mejorar las caracteristicas de
fermentaciéon del SCOBY aplicado en la produccién de kombucha. La autora
fundamenta su investigacion en el hecho de que el mucilago contiene azucares,
pectina y levaduras, que degradan los azucares presentes en el mucilago,
produciendo alcohol.

A través de diferentes pruebas estadisticas y fisicoquimicas, se determiné que
el reemplazo del 20 % del azucar con el mucilago de cacao representa la mejor
formulacién, en donde las caracteristicas propias de la bebida se ven beneficiadas.
Cabe destacar que el tiempo de fermentacion empleado es de 7 dias y el té negro es
el que ofrece a nivel de aceptabilidad del producto final las mejores propiedades
(Morales, 2022).

Seguidamente, se destaca la investigacién planteada por Jayabalan et al.
(2010), quienes estudiaron las caracteristicas bioquimicas a través del analisis
proximal del SCOBY producido durante la fermentacion de Kombucha; donde,
dependiendo del tiempo de fermentacion, se obtuvo como resultado aumentos en
algunos componentes.

El estudio se realiz6 a los 7, 14 y 21 dias de fermentacion. Los resultados

obtenidos muestran que la proteina en materia seca aument6 de 121,5 g/kg en el dia
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7 a 231,1 g/kg en el dia 21; la fibra cruda, de 63,3 g/kg a 147,9 g/kg; y los lipidos
crudos, de 18,1 g/kg a 54,3 g/kg. Ademas, se logré determinar que todos los
componentes presentes como minerales, aminoacidos tanto esenciales como no
esenciales, aumentaron con el paso de los dias de la fermentacion (Jayabalan et al.,
2010). Esta investigacion respalda la seleccidon de tiempos de fermentacion que se
tomo como base para el trabajo final de graduacion.

De forma similar, en el estudio realizado por Vargas (2011), se estudiaron los
efectos del uso de diferentes sustratos, en la variacion de sélidos solubles y pH a lo
largo del tiempo de fermentacion. Se tomaron medidas desde 0 hasta 209 horas bajo
condiciones ambientales especificas. Los resultados muestran que, a las 209 horas
de fermentacion, los valores de pH estaban entre 3,62 y 3,35, lo que se considerd
optimo para el estudio.

Ademas, se observé una disminucion de los soélidos solubles, especialmente
en tratamientos con miel de abeja, mientras que los tratamientos con sacarosa y té
mostraron una menor disminucion. Se registré un aumento de la acidez con el tiempo,
especialmente en tratamientos con miel, y se evaluaron caracteristicas sensoriales
como sabor, olor, acidez y dulzor. Finalmente, los analisis estadisticos determinaron
que los tratamientos con sacarosa y té fueron los mas aceptables en términos
sensoriales y fisicoquimicos (Vargas, 2011).

Finalmente, sintetizando todas las investigaciones seleccionadas, se puede
concluir que existe gran variedad de estudios que muestran la obtencion de proteinas
unicelulares a partir de diversos sustratos. Ademas, se evidencian diferentes estudios
que permiten determinar la composicion tanto de la kombucha como del SCOBY en
diferentes condiciones, proporcionando informacion importante para seleccionar

parametros fermentativos y concentraciones éptimas de azucar.
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Solo se logré encontrar un documento desarrollado en Costa Rica, en el que
se demuestra la obtencidén de SCP a partir de residuos de pifia y banano. Asimismo,
no se encontraron trabajos relacionados directamente con la obtencion de proteina
unicelular a partir de la kombucha, por lo que resulta crucial la realizacidn del presente
estudio, de modo que se logre ampliar los conocimientos sobre el tema desde el

marco nacional.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Evaluar la viabilidad técnica de la utilizacién de la biomasa generada como
subproducto de la elaboraciéon de kombucha como fuente de proteina microbiana para
consumo humano, mediante analisis del efecto del tiempo de fermentacion y
concentracion de azucar del sustrato en su composicion quimica y tasa de

crecimiento.

1.5.2 Objetivos especificos

1.5.2.1 Establecer las condiciones de fermentacion para la obtencion de la biomasa
microbiana (cultivo simbidtico de bacterias y levaduras) mediante pruebas

preliminares y ensayos fisicoquimicos.

1.5.2.2 Investigar el efecto de distintos tiempos de fermentacion sobre la composicion
bromatoldgica y tasa de crecimiento de la biomasa generada como subproducto de la

elaboracion de kombucha, por medio de ensayos de composicion quimica proximal.
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1.5.2.3 Analizar el efecto de distintas concentraciones de azucar del sustrato sobre la
composicién bromatoldgica y tasa de crecimiento de la biomasa (SCOBY) generada
como subproducto de la elaboracién de kombucha, por medio de ensayos de

composicién quimica proximal.
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En la siguiente seccidn, se incluyen conceptos y definiciones de diferentes
temas y subtemas relacionados directamente con la investigacion, por lo que se
analizan diferentes investigaciones que permiten sustentar el presente trabajo

investigativo.

2.1 Proteinas
2.1.1 Generalidades

Las proteinas estan formadas por distintos aminoacidos, los cuales se forman
de un grupo a-carboxilo con un grupo a-amino junto a un grupo R. Estas uniones de
aminoacidos poseen la informacién para formar una molécula de proteina especifica.
Las caracteristicas de cada aminoacido estan determinadas por la diferencia del
grupo R (Lépez y Mohiuddin, 2024).

En las proteinas pueden encontrarse 22 aminoacidos, pero solo 20 de estos se
encuentran especificados por el codigo genético universal. Desde el ambito
nutricional, los aminoacidos se dividen en tres grupos, esenciales, no esenciales y
semiesenciales. Los primeros no pueden ser sintetizados por los humanos u otras
células; dentro de este grupo destacan: histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptéfano y valina. Todos deben ingerirse de fuentes
alimenticias (Ahern et al., 2018; Lopez y Mohiuddin, 2024).

Los aminoacidos no esenciales son aquellos que si pueden ser sintetizados
por las células de los organismos y, dentro de ellos, se encuentran once en total:
alanina, arginina, asparagina, acido aspatrtico, cisteina, acido glutamico, glutamina,
glicina, prolina, serina y tirosina. Sin embargo, algunos de estos pueden ser
considerados semiesenciales en situaciones de estrés o enfermedad, en donde el

organismo no puede sintetizarlos (Ahern et al., 2018; Lopez y Mohiuddin, 2024).
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Estructuralmente, las proteinas contienen carbono (50-55 %), oxigeno (20-23
%), nitrogeno (12-19 %), hidrégeno (6-7 %) y, en menor proporcion, azufre, fosforo,
hierro, zinc o cobre (Lopez, 2014). Ademas, representan uno de los macronutrientes
mas importantes para el organismo de los seres vivos, ya que, a pesar de que no
proporcionan la mayor cantidad de energia, son responsables de llevar a cabo
diversas funciones y, se encuentran dentro de todos los tejidos (Corsetti et al., 2024).

Algunas de las funciones de las proteinas incluyen la reparacion, el crecimiento
celular, el mantenimiento y la regeneracion de tejidos, la reparacion de danos en el
ADN, su participacion como componentes celulares y de membranas. También
favorecen la formacion de nuevas estructuras, intervienen en la division celular,
contribuyen a la homeostasis, actuan como factores de transcripcion y elementos del
citoesqueleto, regulan la sefalizacion celular (Alberts, 2015, citado por Salazar et al.,
2025).

Dicho esto, se observa que estos nutrientes son importantes para el buen
funcionamiento del organismo de los seres vivos. Por esto, es crucial que dentro de
la dieta de los humanos se ingieran en las cantidades diarias requeridas. Asimismo,
es necesario una ingesta de proteinas de calidad que permitan al organismo realizar
las funciones vitales. En términos generales, esta calidad proteica depende de la
fuente de obtencion de la que provenga el nutriente.

Especificamente, para que una proteina pueda ser considerada de alta calidad
nutricional debe cumplir con dos requisitos: que tenga los niveles adecuados de
aminoacidos para apoyar el crecimiento y desarrollo, y que tenga alta disponibilidad
y digestibilidad. A través de los afios, se han desarrollado diversos métodos para
determinar la calidad nutricional de estos macronutrientes. Actualmente, la puntuacion

utilizada es la propuesta por la FAQO, la cual consiste en comparar el contenido de
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aminoacidos indispensables de la proteina en estudio con una proteina de referencia,
en donde se obtiene un valor y, con esto, se puede determinar el aminoacido limitante.
Muchas veces, la digestibilidad de las proteinas suele ser estudiada con base en el
nitrogeno encontrado en el material fecal (Hertzler et al., 2020).

Por ello, a lo largo de los afos se han estudiado diversos alimentos que
contienen proteina con una alta calidad nutricional. A través de estos estudios, se ha
observado que las proteinas no solo tienen funciones dentro de los organismos, sino
que también, tienen funciones dentro de los alimentos, ya que estas les proporcionan
caracteristicas como la capacidad de formar y estabilizar emulsiones o espumas, y
generan una diferenciacion notoria entre los que las contienen y los que no las
contienen. También, estos nutrientes resaltan por sus caracteristicas hidrodinamicas
que les permite tener propiedades sensoriales de gelificacion, textura y moldeo

(Malecki et al., 2021).

2.1.2 Principales fuentes

Las proteinas son nutrientes esenciales y estas forman parte de la estructura
de gran variedad de alimentos. Basicamente, sus propiedades tanto nutricionales
como tecnoldgicas van a depender de la fuente de obtencion (Loveday, 2019). Por lo

qgue, a continuacion, se exponen las diversas fuentes de las que se pueden obtener.
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2.1.2.1 Fuentes convencionales. Las fuentes tradicionales de proteina son
de origen animal, las cuales han sido consumidas desde anos atras por su alto
contenido nutricional, lo que se relaciona con el contenido de aminoacidos,
digestibilidad y capacidad de transporte de otros nutrientes. Ademas, este tipo de
proteinas se caracteriza por sus propiedades tecnologicas (gelificacion,
emulsificacidn y espuma), y generan asi los atributos sensoriales que las diferencian

(Day et al., 2022).

Los principales alimentos de origen animal que tienen alto contenido proteico
son la leche y sus derivados, carne de res, huevo y algunos mariscos (Day et al.,
2022).

En la leche, el contenido de proteina varia segun el animal del que se obtiene.
Por su parte, la leche de oveja lidera en cuanto a contenido de proteina con 5,5 %;
seguidamente, se encuentra la leche de bufala con un porcentaje de proteina de 4,4
a 5,1; la de camella, 3,9; ganado vacuno, 3,4; cabra, 2,9; yegua, 2,5; y, por ultimo, se
encuentra la leche de burra con 2 % de proteina (Fox et al., 2015, citado por Landi et
al., 2021).

Las proteinas de la leche pueden estar divididas en dos grupos: caseinas y
proteinas del suero. En la mayoria de las especies, las caseinas que forman parte de
Su composicion son as1-caseina, as2-caseina, -caseina y k-caseina. La leche de
vaca se compone principalmente de B-caseina (30 %) y, dependiendo de la genética
del animal estas pueden ser A1 0 A2. Estas proteinas se presentan en micelas dentro
de la leche, lo cual permite proporcionar las proteinas, calcio y fosfato a los terneros.
Ademas, esta asociacion entre minerales y proteinas es lo que le da la capacidad de

producir diversos productos (yogures y quesos). Por ello, muchos avances
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tecnoldégicos han permitido obtener diversos productos con base en esta propiedad
funcional (Barbosa et al., 2019; Day et al., 2022).

Otra fuente importante es la carne muscular, que puede contener en promedio
un 20 % de proteina (Monda et al., 2017, citado por di Corcia et al., 2022). La carne
contiene todos los aminoacidos esenciales. Asimismo, este tipo de proteina contiene
vitaminas como B2, B6, B12, acido pantoténico y niacina, y minerales como fosforo,
zinc, hierro y selenio (di Corcia et al., 2022). Adicionalmente, Ahmad et al. (2024),
mencionan que el colageno es una proteina disponible en la piel y huesos de los
animales, y proporciona beneficios en la estructura y estabilidad de érganos y tejidos.

Por otro lado, se encuentran los mariscos que, segun Song et al. (2025), son
una buena fuente de aminoacidos. Pueden contener mas de 50 % de proteina de su
peso seco y hasta 50 g de aminoacidos esenciales por cada 100 g de proteina. Los
musculos comestibles de estos animales pueden contener entre 16-21 % de proteina
y, ademas, son una buena fuente de minerales y vitaminas. En comparacion con otras
proteinas de origen animal, estas son mas faciles de digerir, porque contienen menor
cantidad de tejido conectivo (Karuppasamy et al., 2015; Day et al., 2022).

Finalmente, se encuentra el huevo, que se reconoce como un alimento de alto
contenido proteico, donde el contenido puede rondar el 12 % del peso total. Ademas,
este nutriente resalta por tener una alta calidad nutricional, excelente digestibilidad y
contenido de todos los aminoacidos esenciales. El huevo se divide en tres partes:
cascara, clara y yema, respectivamente; donde la clara resalta como la parte con
mayor contenido de proteina. Las principales proteinas son la ovoalbumina, que
constituye el 54 % del albumen (clara del huevo) y, en menor proporcion,
ovotransferrina, ovomucoide, ovomucina y lisozima. Por otra parte, esta la yema, que

contiene aproximadamente 23 % de proteina (Guha et al., 2018; Day et al., 2022).
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Visto lo anterior, se puede decir que estas proteinas generalmente contienen
el perfil de aminoacidos esenciales que requieren los organismos vivos y, ademas,
cuentan con una alta digestibilidad. Por lo cual, estas se han consumido en grandes
proporciones a través de los afios. Sin embargo, muchos estudios muestran que estas
fuentes proteicas se asocian a riesgos tanto de salud como medioambientales.

En cuanto a esto, se observa que existen algunas enfermedades que se han
asociado con la ingesta de proteinas de origen animal, como lo son obesidad,
enfermedad cardiovascular, diabetes y ciertos tipos de cancer e inflamacion. Por lo
que, en afnos recientes, se ha observado que algunas personas son mas conscientes
del tipo de proteinas que ingieren, por lo cual han disminuido su consumo o las han
cambiado por otras completamente (Elmadfa y Meyer, 2017).

Ademas, la produccion de estas fuentes tradicionales requiere grandes
cantidades de recursos como terreno, agua y energia, lo cual provoca que haya una
sobreutilizacion de recursos. También, estas proteinas se han asociado con
contaminacion ambiental, debido al alto grado de gases de efecto invernadero que se
producen (Ritchie et al., 2017). Por lo tanto, es necesaria la produccion de fuentes

proteicas que permitan tener un menor impacto tanto en la salud como en el ambiente.
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2.1.2.2. Fuentes alternativas. Como se menciond, la produccién de proteinas
de fuente animal se ha asociado a grandes riesgos socioambientales, lo cual
imposibilita el desarrollo sostenible a largo plazo, por lo que es necesaria la busqueda
de opciones mas sostenibles que tomen en consideracion las tres dimensiones del
desarrollo (ambiental, social y econdmico). Es por esto que investigadores proponen
producir a gran escala proteinas de fuentes alternativas que permitan mitigar los

problemas recurrentes asociados con las de origen tradicional.

Las proteinas alternativas se caracterizan por ser productos obtenidos a partir
de fuentes distintas a aquellas de origen animal (Nario y Albaladejo, 2021). Dentro de
este grupo, se incluyen diversas fuentes de las que se puede obtener proteinas, tales
como fuente vegetal, insectos, hongos, carne cultivada y fuente microbiana. Las
primeras son obtenidas a partir de plantas o vegetales y suelen contener proteina,
grasa, vitaminas, minerales y agua. Algunas fuentes de obtencién son diversas
leguminosas, semillas, nueces, cereales, frutas y vegetales (Flores, 2022).

Dependiendo de la fuente, la cantidad de proteina varia. Por ejemplo, los
cereales pueden contener entre 7 y 15 % de proteina, mientras que la soya resalta
por su contenido de 35 - 40 %, ademas de que su perfil de aminoacidos esenciales
es bastante balanceado, lo que ha permitido que estas se utilicen como alternativa a
productos carnicos y lacteos. En lo que respecta a las leguminosas, estas pueden
contener hasta un 36 % de proteinas, pero la calidad de estas es menor que aquellas
de origen animal. No obstante, a partir de estas pueden producirse harinas,
concentrados y aislados de proteinas con contenidos entre 85-95 % (Day et al., 2022).

Asimismo, se han creado diversas imitaciones de productos como nuggets,
hamburguesas, leche analoga, y otros; sin embargo, su produccion tiene grandes

desafios por la textura, sabor y color que otorgan en comparacion a los de origen
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animal. También, estas presentan desventajas productivas, porque al igual que las de
origen animal, requieren grandes recursos como suelo y agua; por lo que su
produccion presenta retos visibles que no se asocian con un futuro de sostenibilidad
ambiental (Nario y Albaladejo, 2021; Flores, 2022).

Otra fuente importante son los hongos comestibles que contienen un alto valor
nutricional, donde el peso en seco aproximadamente es de 10 - 30 % de proteina. El
contenido de aminoacidos puede variar entre 34 - 47 % y son una excelente fuente
de vitaminas, por lo que se han estudiado con amplitud para utilizarlos como
alternativa a los de origen animal (Ceron et al., 2020).

Por otra parte, se encuentran las macro y microalgas que han sido consumidas
ampliamente en el medio oriente. Las microalgas contienen porcentajes de proteinas
entre 6 - 70 % del peso seco y representan una alternativa sostenible de fuente
proteica. No obstante, el color, olor y costos de produccion de estas impide que se
utilicen en productos alimenticios (Day et al., 2022).

También, se ha evidenciado el consumo de insectos en paises asiaticos, ya
que, en comparacion a fuentes convencionales de proteina, estos requieren de menor
cantidad de recursos (agua, alimento, tierra) y la produccion de gases de efecto
invernadero es inferior (Nario y Albaladejo, 2021). Aproximadamente, 2000 millones
de personas consumen esta fuente alimenticia, debido a sus grandes beneficios
nutricionales, donde se ha reportado un contenido entre 19-24 % de proteina. En
paises de occidente, el consumo de estos es mas limitado; sin embargo, tiene gran
potencial para utilizarse como proteina procesada (Day et al., 2022).

Al igual que las proteinas de microalgas y hongos, los insectos representan
una alternativa para mitigar la problematica ambiental; no obstante, estos tres

presentan retos tanto productivos como de consumo (Yimam et al., 2024). Por ello,



40

se hace necesaria la busqueda de técnicas que permitan ofrecer productos de calidad
sensorial, de modo que las personas puedan consumirlos sin ir predispuestas por los
sabores, olores y colores que estos presentan, ya que su impacto ambiental es
bastante bajo en comparacion con fuentes tradicionales.

Otra fuente alternativa es la carne cultivada, que se caracteriza por ser tejido
muscular obtenido a través de biotecnologia de cultivo de tejidos animales. Estas
proteinas son cultivadas en un laboratorio a partir de células animales sin necesidad
de sacrificarlos, donde su produccidn requiere tomar una biopsia de células,
colocarlas en el banco de células, crecimiento, recoleccion y procesamiento del
alimento (Benson y Greene, 2023).

La proliferacion de las células se da dentro de biorreactores, por lo que no
requiere de gran uso de recursos. Ademas, se puede utilizar tecnologia 3D para
obtener diversos productos como hamburguesas, filetes, mariscos, cortes de salmoén
y salchichas (Nario y Albaladejo, 2021; Flores, 2022). Su uso presenta un gran
potencial como alternativa de produccién; sin embargo, estas siguen en etapa de
desarrollo. A pesar de estas ventajas, la carne de laboratorio se asocia con costos
productivos bastante elevados, por lo que, al comercializarse, no podrian ser
accesibles para todas las poblaciones, lo cual dejaria de lado el cumplimiento de la
seguridad alimentaria y el objetivo 2 del desarrollo sostenible.

Finalmente, se encuentran las proteinas de origen microbiano que, segun Nario
y Albaladejo (2021), se obtienen a partir de procesos fermentativos; los cuales pueden
dividirse en fermentaciones tradicionales y fermentacion de biomasa. La primera se
basa en transformar un alimento a través de accion de microorganismos anaerobios;
por ejemplo, para obtener cerveza, yogurt, kimchi y queso. Mientras que la segunda,

se basa en utilizar el crecimiento exponencial de microorganismos para producir
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alimentos con alto porcentaje proteico (Nario y Albaladejo, 2021). Muchos de los
productos obtenidos a partir de esta tecnologia pueden ser consumidos como
productos terminados o utilizados como aditivos. En el siguiente apartado de la

investigacion, se explica con mayor detalle en qué consiste este tipo de proteinas.

2.1.3. Proteinas de origen microbiano

2.1.3.1 Breve resena. Las proteinas de origen microbiano, conocidas como
proteinas unicelulares o single-cell protein (SCP), son células microbianas o proteinas
aisladas de un cultivo puro de microorganismos, las cuales pueden ser utilizadas
como un suplemento alimenticio en dietas de humanos y/o animales. En humanos,
actuan como portadores de vitaminas y aroma, mientras que, en animales, pueden
ser para engorde de aves, terneros, cerdos y pescados. Otras aplicaciones son en la

industria del cuero y papel (Kumari, 2020; Raziq et al., 2020).

La produccion de este tipo de proteina se remonta a aproximadamente hace
mas de 100 afos; sin embargo, se comenzo a producir a gran escala en Alemania, a
partir de la Primera Guerra Mundial. Esto se dio por la escasez de alimentos vy, por
ende, de proteinas convencionales, por lo que las sustituyeron produciendo levadura
Saccharomyces cerevisiae, en un medio de melaza aireado con suplementacion de
sales de amonio (Upadhyaya et al., 2016; Ugbogu y Ugbogu, 2016).

En la Segunda Guerra Mundial, se comenzé la produccion de levaduras
aerobias, especificamente la Candida utilis, utilizando como sustrato licor de sulfito
procedente de papeles usados. En 1966, Carol L. Wilson determina estas proteinas
como unicelulares (single-cell proteins); un aino después, estas proteinas comenzaron

a producirse industrialmente. En la actualidad, se evidencian diversos desarrollos
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tecnoldgicos para lograr un cultivo masivo utilizando diversos medios de crecimiento
(Upadhyaya et al., 2016; Ugbogu y Ugbogu, 2016).

Para la produccion de estos microorganismos, se debe tener en consideracion
el proceso biotecnologico que se seguira, por lo cual se selecciona en funcion de
factores como: requerimientos de oxigeno y generaciones de calor, caracter de
espuma, tasa de crecimiento, productividad y rendimiento de los sustratos utilizados,
tolerancia a temperatura, pH y estabilidad genética, composicion y estructura del
producto final (Bajic et al., 2022).

Diversos autores destacan que, ademas de su alto contenido proteico (60 - 80
% del peso seco de la célula), también pueden contener lipidos, carbohidratos, acidos
nucleicos, vitaminas y minerales. Presentan aminoacidos esenciales en grandes
cantidades como lo son la metionina y lisina, que suelen ser limitados en los alimentos
de origen vegetal y animal (Kumari, 2020; Raziq et al., 2020; Sharif et al., 2021).

Ademas, en algunos estudios se muestra que, dependiendo del sustrato y el
tipo de microorganismo utilizado, puede llegarse a obtener un perfil de aminoacidos
esenciales completo, con proteinas similares a la del pescado y soya. También, estas
suelen presentar alto contenido de vitamina A y del complejo B (Sharif et al., 2021).

En cuanto al crecimiento de estas, se sabe que los microorganismos crecen
exponencialmente, por lo que las tasas de crecimiento son relativamente altas y
proporcionan gran cantidad de biomasa en tiempos cortos. Dentro de los mas
utilizados se encuentran las microalgas con las producciones mas altas (30-80 % p/p),
seguidas por las bacterias (30-80 % p/p), las levaduras (30-50 % p/p) y, finalmente,
las protistas (10-20 % p/p) (Sharif et al., 2021; Bajic et al., 2022). Su obtencion puede

darse por medio de diversos métodos, los cuales se destacan a continuacion.
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2.1.3.2 Principales procesos para obtencién de proteina microbiana. La
proteina unicelular se obtiene principalmente por medio de la utilizacién de residuos,
donde los microorganismos, a partir de estos, aumentan su biomasa, que se compone
de SCP. Algunos materiales residuales que pueden ser utilizados son residuos
agricolas como aserrin, maiz, madera, alimentos, hidrocarburos y residuos generados

en la produccion de alcohol (Srividya et al., 2014; Sharif et al., 2021).

En general, el proceso productivo a partir de cualquier microorganismo vy
sustrato es la provision de una fuente adecuada de carbono, asi como la adicion de
carbono, fosforo, nitrégeno y otros nutrientes. En todos los procesos, debe haber
higiene o esterilidad de la zona para evitar cualquier tipo de contaminacién del medio.
El primer paso para su obtencion consiste en preparar un medio de cultivo adecuado,
que puede ser sumergido, semisdlido o sdélido (Raziq et al., 2020; Abedfar et al.,
2025).

Algunas veces, la fuente de carbono principal tendra que someterse a hidrolisis
fisica o quimica antes de mezclarse con los otros nutrientes como nitrogeno, fésforo,
entre otros. La segunda etapa es la fermentacion que puede ser del tipo sumergida,
semisdlida y solida. En la primera de estas, el sustrato siempre permanece liquido y
contiene los nutrientes necesarios para el crecimiento. El producto se va recolectando
del fermentador a través de diversas técnicas. Este proceso requiere de aireacion por
la generacion de calor, el cual se elimina con un dispositivo de enfriamiento. La
biomasa obtenida se separa utilizando diversos métodos como filtracion o
centrifugacion (Raziq et al., 2020; Abedfar et al., 2025).

En la semisolida, el sustrato suele estar en estado sélido y el proceso de cultivo
consta de varias operaciones como la agitacién y mezcla, transporte de oxigeno y

eliminacién del calor. Se utiliza un fermentador de bucle en forma de U y la fuente de
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carbono puede ser: metanol, etanol, hidrocarburos, mondéxido de carbono, melazas,
polisacaridos, entre otros. La fermentacién sélida consiste en la utilizacién de un
salvado de trigo o arroz después de la siembra con microorganismos. El sustrato se
mantiene a temperatura controlada durante varios dias (Raziq et al., 2020).

El tercer proceso por ejecutar es la separacion y recoleccion en donde la
biomasa puede someterse a diversos procesos adicionales como lavado, disrupcién
celular, extraccion y purificacion de proteinas. También puede haber etapas de
preconcentracion para el caso de fermentaciéon sumergida con el objetivo de facilitar
la deshidratacién del producto, lo cual puede ser ejecutado mediante centrifugacion,
calentamiento, filtracidén, entre otros. Finalmente, la SCP es pulverizada para permitir

un manejo adecuado posterior (Bajic et al., 2022).

2.1.3.3 Principales sustratos utilizados. La produccion de las proteinas
depende directamente del tipo de sustrato que se utilice y la composicion del medio
de cultivo. Las SCP de la biomasa pueden producirse utilizando diversos sustratos
que deben de cumplir con ciertos requerimientos como no ser toxicos, ser
abundantes, regenerables, no exoticos, economicos, contener carbohidratos y

nutrientes, y tener capacidad de soportar crecimientos rapidos (Thiviya et al., 2022).

Por lo general, se dividen en recursos de alta energia como gas natural, etanol,
gasoleo, metano, n-alcanos (hidrocarburos) y acido acético, recursos renovables de
fuente vegetal como azucar, almidon y celulosa, desechos como licor residual,
melaza, suero de leche, desechos de frutas. A su vez, puede obtenerse a partir de
didxido de carbono o también de desechos agricolas (Bajic et al., 2022).

Estos ultimos son unos de los mas importantes, porque presentan bajos costos,
son abundantes, no toxicos y renovables. La proteina obtenida presenta una alta

calidad nutricional, ademas de que ciertas especies de microorganismos pueden
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facilmente crecer en este sustrato. Los residuos que pueden utilizarse son
practicamente todas aquellas fuentes de carbono como aguas residuales, gases
industriales, melazas, residuos vinicolas, desechos lacteos, residuos y bagazos de
frutas, excrecion de animales y otros (Chacon, 2004; Raziq et al., 2020).

De la mano de esto, se menciona que cada residuo va a requerir un
microorganismo y unas condiciones diferentes. Por ejemplo, las melazas son un
subproducto obtenido después de la cristalizacién del azucar de cafia o de remolacha
y contiene aproximadamente 45-55 % de azucar; lo cual la convierte en un sustrato
ideal para el crecimiento de microorganismos. Mientras que desechos lacteos, como
el suero, pueden ser aprovechados para producir SCP a partir de Candida utilis,
Kluyveromyces marxianus y Kluyveromyces fragilis, 1o cual permite disminuir la

problematica ambiental con la que se asocian (Chacon 2004; Raziq et al. 2020).

2.1.3.4 Ventajas y desventajas. La utilizacion de microorganismos para la
obtencion de proteina puede resultar beneficiosa, ya que esta podria ser utilizada
como alimentacion tanto para animales como para humanos. Por ejemplo, segun
Buttle et al. (2024), los valores de masa ganada y tasa de crecimiento, asi como el
incremento de aminoacidos en peces, aumentaron cuando se les suplement6é con
proteinas unicelulares. Ademas, estas tienen un gran potencial para ser utilizadas
como fuente alternativa, pues, ademas de contener porcentajes altos de proteinas,

contienen también minerales y vitaminas (Kumari, 2020).

Asimismo, la produccién de este tipo de proteinas, en contraste con las de
origen animal y vegetal, presentan ventajas socioecondmicas como lo son los
minimos requerimientos de tierra y agua, en concordancia con la economia circular.
También, la habilidad de este tipo de microorganismos para asimilar diversas fuentes

de carbono como sustrato, incluyendo desechos agroindustriales (Sekoai et al., 2024).
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A diferencia de las proteinas obtenidas de animales y plantas, la proteina
unicelular no depende de las condiciones climaticas ni del terreno (Hulsen et al., 2018;
Tian et al., 2023). Presenta un elevado contenido de proteina, una produccion muy
rapida y una gran eficiencia (Kieliszek et al., 2017; Tian et al., 2023).

La eficiencia en la conversion de alimento a carne es muy baja, debido a que
se requiere una gran cantidad de alimento para obtener este producto. Callejas et al.
(2017) mencionan que para producir 1,41 kg de carne se requiere 24,48 kg de
alimento. Mientras que las levaduras presentan mayor eficiencia. Lapefia et al. (2020)
comentan que algunas levaduras por 1 g de azucar pueden producir hasta 0,9 g de
células y 0,5 g de proteina. No obstante, a pesar de los multiples beneficios y ventajas
que tiene la produccién de proteina unicelular, se evidencia que existen aspectos
negativos que se relacionan con las SCP.

Primeramente, investigadores evidencian que las proteinas podrian contener
sustancias toxicas previamente absorbidas por los sustratos o bien producidas por los
mismos microorganismos. Por ejemplo, los acidos nucleicos producidos podrian ser
riesgosos, pues una ingesta excesiva de estos provoca un aumento de los niveles
séricos, lo cual puede contribuir a la afeccidn hiperuricemia, que a su vez esta
asociada a dafio renal con el tiempo. Su contenido, sin embargo, puede reducirse
mediante algunos tratamientos adicionales, tales como purificacion, ruptura celular y
extraccion de proteinas (Li, et al., 2024).

A su vez, laingesta de estas proteinas podria provocar algun tipo de indigestion
0 reaccion alérgica por la presencia de las paredes celulares, las cuales los humanos
no logran digerir del todo o lo hacen, pero muy lentamente (Srividya et al., 2014). Por

eso, se requeririan estudios y pruebas que garanticen que su ingesta es segura.
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2.2 Kombucha

2.2.1 Breve resena de la kombucha

La kombucha es una bebida que resulta de la fermentacion de té, agua y
azucar, gracias a un cultivo simbidtico de bacterias y levaduras llamado SCOBY (Loor,
2022). El término kombucha explica su origen, debido a que la palabra “kombu” se
deriva del japonés y significa alga, mientras que “cha” hace referencia a té (Almeida
y Sevilla, 2023).

Esta bebida fue descubierta 220 afios antes de Cristo, en un pueblo llamado
Manchuria en el noreste de China; fue utilizada por la dinastia Tsin por sus
propiedades desintoxicantes y su alto aporte de energia. En el afio 414, un doctor
llevé la kombucha a Japon con el fin de curar problemas digestivos en el emperador
Inkyo (Loor, 2022).

A finales del siglo XIX, la kombucha era poco conocida fuera del continente
asiatico. Sin embargo, a inicios del siglo XX, comenzé a popularizarse en Rusia bajo
el nombre de “té kvass”. Posteriormente, la bebida se extendié por Europa y otras

partes del mundo, adquiriendo nombres como “té de hongos manchurianos”, “hongos
del t&”, “hongo del té indio”, “té Kargasok”, “cerveza de té”, entre otros. El consumo
de esta bebida fue comun en zonas rurales, donde se producian de forma artesanal
(Almeida et al., 2025).

Con el paso del tiempo, la kombucha se popularizé6 en Europa del Este y
Alemania, por sus beneficios para la salud y sus propiedades sensoriales agradables.
Finalmente, a finales del siglo XX, la kombucha se introdujo en Estados Unidos por

sus beneficios para la salud (Almeida et al., 2025). Actualmente, se consume esta

bebida en muchos paises alrededor del mundo.
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El consumo de esta bebida se expandié y se popularizé por tantos paises,
debido a los multiples beneficios que promete, especialmente por sus propiedades
medicinales, como efectos anticancerigenos, antimicrobianos, antidiabéticos,
antioxidantes. Ademas, ha tenido un impacto positivo en afecciones del tracto
digestivo y la mejora inmunologica (Almeida y Sevilla, 2023). Actualmente, existe un
amplio mercado de kombucha, con una amplia variedad de sabores y presentaciones.

Su produccion se genera desde el nivel artesanal, hasta escala a nivel
comercial. Kombucha Brewers International (KBI) corresponde a una organizacion sin
fines de lucro, de empresas que producen kombucha a nivel comercial. Esta
organizacion global esta compuesta en su mayoria por empresas productoras de
kombucha ubicadas en América del Norte. En Estados Unidos, se encuentran 134
empresas y en Canada, 28. Por otra parte, en el continente europeo se encuentran
empresas involucradas del Reino Unido y Espafia (Kapp y Sumner, 2019; Antolak et
al., 2021).

Diversas investigaciones apuntan al efecto del consumo de kombucha similar
al efecto que tiene en la salud el consumo de yogurt, destacando su aporte de
vitaminas de C y B, acidos como el acético, lactico, glucénico y glucuronico. Lo
anterior posiciona la bebida como un alimento funcional (Morales, 2014).

Debido a sus propiedades funcionales, se presentan mas de 200 tipos de esta
bebida. Se estima que en el ano 2019 su valor del mercado mundial rondaba los 1
670 millones de ddlares, mientras que para 2020 aumentd un 32 %, por lo cual se
considera que el mercado va a seguir creciendo con el pasar de los afos (Antolak et

al., 2021).
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2.2.2 Proceso

El proceso para la elaboracion de kombucha inicia al hacer la infusion de té.
Se prepara con agua hirviendo, a la cual se le agregan de 0,5 a 0,7 % de hojas de té.
Se deja la infusién a una temperatura de 70 a 95 °C y seguidamente se retiran las
hojas mediante una filtracion. Al té resultante se le agrega de 5 a 20 % de sucralosa.
La infusion se debe enfriar a 20 °C para introducir el cultivo simbidtico (SCOBY). Por
ultimo, procede la fermentacién, la cual se logra en presencia de oxigeno, en
condiciones aerobicas. La temperatura puede variar segun el tipo de SCOBY, entre
los 18 a 30 °C, en un tiempo de 6 a 14 dias (Antolak et al., 2021).

Algunos factores son criticos a la hora de elaborar kombucha. Por ejemplo, la
temperatura esta directamente relacionada con el proceso fermentativo. En la
literatura, se recomiendan diversos valores, en donde la mayoria se encuentran
dentro de un rango de 20 - 30 °C. Este parametro influye sobre otras variables, como
lo son el pH, acidez, contenido de alcohol y solidos solubles. Adicionalmente, la
calidad del agua presenta un impacto importante en la obtencién de compuestos
bioactivos y las actividades antioxidantes (Antolak et al., 2021; Nyhan et al., 2022).

Para lograr obtener el t¢ de kombucha, se debe proporcionar el ambiente
adecuado para el crecimiento de los microorganismos. Autores como Saadah et al.
(2025) mencionan que, ademas de la temperatura, la luz solar directa puede afectar
el proceso fermentativo. Por ello, se recomienda que el lugar ideal para llevar a cabo
la fermentacion sea uno en el que la luz sea baja o nula (Lemus, 2023).

El sustrato del SCOBY de la kombucha debe estar conformado por una fuente
de nitrégeno, que en este caso corresponde al extracto de té, y una fuente de carbono.

La mas utilizada es la sacarosa; sin embargo, se pueden utilizar otras fuentes de
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carbono como glucosa, fructosa, etanol y manitol (Yim et al., 2017, citados por Ojo y
Smidt, 2023).

Por consiguiente, el tipo de té que se utilice va a estar directamente relacionado
con el sabor de la kombucha. Zhang et al. (2021a) mencionan que se pueden obtener
diferentes perfiles de sabores en la kombucha segun el sustrato que se utilice.
Generalmente, se utiliza té negro o té verde; no obstante, se puede usar crisantemo,
té blanco, madreselva o menta, logrando aromas florales, frutales, refrescantes y

mentolados.

2.2.3 Composicion de la kombucha

En la kombucha, se encuentra gran cantidad de compuestos, algunos
provenientes del t€ como lo son polisacaridos, vitaminas, compuestos fendlicos,
minerales y aminoacidos, y otros provenientes de la fermentacion, como es el caso
de polifenoles, vitaminas, enzimas, acidos organicos y proteinas (Antolak et al., 2021).
La kombucha tiene la particularidad de que se crea un ambiente antimicrobiano que
evita la contaminacién de bacterias patdgenos, gracias a los compuestos organicos,
como acido acetico, lactico, malico, glicolico, tartarico y citrico (Coelho et al., 2020;
Loor., 2022).

En la bebida, prevalecen compuestos fendlicos, aminoacidos, carbohidratos,
acidos organicos, vitaminas y bacteriocinas. Entre los compuestos fendlicos mas
relevantes se encuentran las catequinas, flavonoides y acidos fendlicos. También se
generan nuevos compuestos en la fermentacion, como teaflavinas y las tearubiginas.
Los carbohidratos y aminoacidos intervienen en la fermentacion y se relacionan
directamente con las propiedades benéficas de la kombucha a la salud. Las vitaminas,

especialmente la vitamina C, aumentan con la fermentacion y pueden tener
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propiedades antioxidantes en las personas. Las bacteriocinas, que se producen
principalmente por bacterias del acido lactico, tienen efectos antimicrobianos y
pueden ser beneficiosas para la salud. Por ultimo, los acidos organicos, como el acido
acético, lactico, glucénico y glucurénico, presentes en la kombucha, pueden aumentar

durante la fermentacion (Antolak et al., 2021).

2.2.4 Generacion de la biomasa

El término SCOBY deriva del acrénimo formado por las siglas en inglés
“symbiotic culture of bacteria and yeast”. Este cultivo simbiotico es el responsable de
realizar la fermentacion en la kombucha (Loor, 2022). Las bacterias y levaduras se
alimentan del azucar afadido. Por esta condicion y diferentes parametros de
fermentacidon que se establecen se puede llevar a cabo este producto. El
agrupamiento de bacterias y levaduras también es llamado de diferentes maneras,
entre ellas té de hongos, hongo de té, tea kvass, cha-mug o kocha kinoki. Todos estos
nombres son utilizados en diferentes idiomas para referirse a este cultivo simbidtico
(Kitwetcharoen et al., 2023; Czarnecki et al., 2024).

El SCOBY inicia siendo una biopelicula gelatinosa transparente, la cual va
creciendo y aumentando su grosor en forma de capas, de manera que, conforme
avanza la fermentacion, toma la forma del recipiente en el que se encuentra, con un
color entre beige y café (Almeida y Sevilla, 2023).

En el SCOBY, se encuentran levaduras osmofilicas, que son las responsables
de fermentar el azucar para producir etanol. También se hallan bacterias que oxidan
el etanol y producen acido acético (Loor, 2022). Se puede encontrar una serie de
microorganismos diversos, tal como menciona Mukadam et al. (2016). Entre los
microorganismos dominantes presentes en el SCOBY, destacan Saccharomyces,

Acetobacter, Gluconobacter, Zygosaccharomyces, Schizosaccharomyces, siendo
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estos los mas comunes y dominantes. Sin embargo, se puede presentar otro tipo de
microorganismos dependiendo de las condiciones en las cuales se encuentre el
cultivo.

De manera mas especifica, se menciona que en el cultivo simbidtico se puede
encontrar una gran diversidad de bacterias y especies de levaduras, que pueden
variar entre fermentaciones. Entre las bacterias del acido acético presentes se
incluyen Komagataibacter (K.) saccharivorans, K. hansenii, K. kombuchae, K.
europaeus, K. rhaeticus, K, xylinus, K. intermedius, Gluconobacter (G.) potus, G.
oxydans, Gluconacetobacter (G.) sacchariy G. sp A4, Acetobacter (A.) pasteurianus,
A. aceti, A. musti y A. nitrogenifigens sp. nov. En cuanto a las bacterias del acido
lactico, se encuentran Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus mali, Lactobacillus
rhamnosus, Lacticaseibacillus casei, Bifidobacterium, Pediococcus (P.) pentosaceus,
P. acidiliactici, Oenococcus oeni y Liqourilactobacillus nagelii (Wang et al., 2023a).

Por otro lado, las cepas de |levaduras presentes abarcan
Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces (Z.)
bailii, Z. rouxii, Brettanomyces (B.) bruxellensis, B. intermedius, B. lambicus, Candida
(C.) kefir, C. albican, C. zemplinina, Dekkera (D.) anomala, D. bruxelensis, Pichia (P.)
fermentans, P. kudriavzevii, P. occidentalis y Hanseniaspora valbyensis. La
composicién quimica de la kombucha varia segun la interaccidn entre las bacterias y

las levaduras (Wang et al., 2023a).

2.2.5 Caracteristicas de la biomasa (composiciéon quimica)

En la composicidon quimica del SCOBY, destacan proteina, fibra, grasa;
minerales como sodio, potasio, fésforo, calcio, cloro, magnesio, hierro, zinc, azufre,
entre otros. También sobresalen importantes aminoacidos, entre los esenciales:

isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina. Por otra
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parte, se encuentran 10 aminoacidos no esenciales: alanina, acido aspartico, acido
glutamico, arginina, cisteina, glicina, histidina, prolina, serina, tirosina (Jayabalan et
al., 2010).

La composicion del SCOBY puede variar segun el tiempo de fermentacion vy el
grosor del cultivo. Segun Coello y Vizniac (2021), un SCOBY con 10 dias de
fermentacion puede presentar una cantidad importante de celulosa,
aproximadamente 4,09 % de alfa celulosa, 8,96 % de holocelulosa, 4,89 % de
hemicelulosa y un 9,55 % de lignina insoluble. Otros autores destacan contenidos
muy diversos en cuanto a su composicion quimica. En la tabla 1, se resumen algunos

de los datos reportados por diversos autores.

Tabla 1

Composicion quimica en base seca de la biomasa generada por el SCOBY

reportada por diversos autores

das Chagas et  Murugesan et Jayabalan et al. (2010)

Parametro (g/100g) al. (2024) al. (2005)

0 dias 0 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Proteina 0,84 £ 0,04 17,9+0,04 1215+115 18,41 +£1,63 23,1+0,08
Lipidos 0,29+0,05 44+0,02 1,8 £0,56 471+0,49 5,4+0,61
Cenizas 0,58 £0,09 2,64 +£0,04 0,85+ 0,51 2,92 +0,66 397121
Fibra cruda 10,49+ 0,29 12,0+0,03 6,33 +£0,85 12,45+122 14,7 0,65
Carbohidratos 86,51 £0,55 6,3+0,02 6,0 0,65 6,65+ 0,85 6,8+0,74

Fuente: elaboracion propia con base en das Chagas et al. (2024); Murugesan et al.

(200%5); Jayabalan et al. (2010).



54

2.3 Fermentacion

2.3.1 Definicion

La fermentacion es una técnica que se ha empleado desde tiempos
ancestrales por el hombre para la conservacion de alimentos. Fue investigada por
primera vez en el afio 1857 por el quimico francés Louis Pasteur. La teoria de este
quimico se basaba en afirmar que la fermentacion era producida por la accion de
microorganismos Yy, a su vez, demostré que la teoria de la generacion espontanea
aceptada en esos afnos era falsa; este proceso lo describié como “el vie sans air’, es
decir, la vida sin el aire (Andreu y Saavedra, 2022).

La nombré de esta manera, debido a que dedujo que se podia obtener un
compuesto organico a partir del proceso de transformacion de moléculas complejas a
simples en un medio anaerobio. Por lo tanto, Pasteur comprobd que la fermentacion
es un proceso que realizan las células animales, incluyendo las humanas, cuando
existen condiciones ambientales adecuadas que permitan la interrelacién con los
microorganismos. Ademas, la fermentacion se puede realizar de forma artificial por el
hombre para producir y conservar alimentos como el pan, vino y queso (Escobar,
2019). Por ello, Sharma et al. (2020) definié que la fermentacién es un proceso que
se utiliza para descomponer moléculas organicas de gran tamafo, por medio de la
accidon de microorganismos, en moléculas mas simples.

Desde el punto de vista bioquimico, la fermentacion se define como un proceso
anaerobico, donde sustancias organicas como el sustrato sufren cambios quimicos
(reducciones y oxidaciones), produciendo energia y una acumulacién de diversos
productos, unos mas reducidos y otros mas oxidados que el sustrato, con un balance
total de energia positiva. Esta energia es usada por los microorganismos para el

metabolismo. En cambio, desde el enfoque microbioldgico, la fermentacion se define
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como el proceso en el que en procesos aerObicos o anaerdbicos se da la
descomposicion de sustancias organicas e inorganicas para producir diferentes
formas de materiales y biogases (Oreluwa y Stephen, 2021).

Ademas, la fermentacidn se puede dividir en funcién del tipo de producto final
por obtener y la ausencia o presencia de oxigeno en el proceso. Con relacion a los
productos finales obtenidos de la fermentacion, desde el punto de vista comercial se
clasifica en dos: las células microbianas como la biomasa y los metabolitos
microbianos como el etanol, acidos organicos, enzimas, entre otros. Asimismo, se
puede clasificar segun la participacidon del oxigeno en el proceso; si hay presencia de
oxigeno, se conoce como fermentacion aerobia; o, en ausencia de oxigeno, como
fermentacion anaerobia (Yadav et al., 2014; Castafieda y Llorente, 2023).

La fermentacion aerdbica o aerobia es aquella que ocurre en presencia de
oxigeno, donde este elemento es fundamental para el crecimiento y desarrollo del
microorganismo y la obtencidn del compuesto deseado. Por otra parte, la
fermentacidon anaerobica o anaerobia es un proceso por el cual las células extraen
energia de los carbohidratos cuando no hay presencia de oxigeno en el entorno; los
productos finales de este proceso son sustancias organicas como el acido acético,
etanol, acetona, acido lactico, entre otros (Sourvinos, 2022).

Ademas, existe un tipo de microorganismos que son capaces de cambiar su
metabolismo segun el medio en el que se encuentren (con oxigeno y sin oxigeno) y
de llevar a cabo lo que se conoce como fermentacion facultativa, la cual no depende
de un tipo de ambiente aerdbico o anaerodbico estricto (Dahal, 2023).

Finalmente, la fermentacién ha evolucionado a través de los siglos junto con la

humanidad y sus practicas o costumbres, no solo desarrollando nuevos productos,
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sino también garantizando la conservacion de alimentos perecederos como la leche,

cereales, carne, entre otros (Andreu y Saavedra, 2022).

2.3.2 Fermentacion alcohélica

La fermentacion alcohdlica es un proceso que permite la degradacion de los
azucares simples (glucosa, sacarosa, fructuosa) convirtiéndolos en alcohol y diéxido
de carbono. Esta transformacion se da en ausencia de oxigeno y se realiza con ayuda
de microorganismos como la levadura Saccharomyces cerevisiae, la cual presenta
una alta capacidad fermentativa. Ademas, existen hongos y bacterias que se pueden
utilizar para producir alcohol como la Zymomonas mobilis; sin embargo, es minima su
explotacion a nivel industrial (Jayaraman et al., 2017; Mani, 2018; Wang et al., 2023b).

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un microorganismo utilizado por el
ser humano a través del tiempo para elaborar diferentes productos; en su mayoria, es
empleada para elaborar bebidas alcohdlicas (cervezas o vino) o pan. Esta levadura
heterotrofa puede ser aislada de la tierra, plantas y tracto gastrointestinal o genital
humano (Miranda y Molina, 2015).

Basicamente, esta transformacion convierte la molécula de glucosa en dos
moléculas de etanol y dos moléculas de dioxido de carbono. La reaccion para obtener
alcohol se da en practicamente tres pasos; primeramente, la enzima invertasa rompe
el enlace glicosidico en el disacarido sacarosa entre la molécula de fructosa y glucosa.
Luego, se obtienen dos moléculas de piruvato a partir de la molécula de glucosa, por
medio de glucdlisis y, finalmente, el piruvato se convierte en etanol y didxido de
carbono (Mani, 2018).

De forma general, para este tipo de fermentacion se utilizan sustratos con alto
contenido de carbohidratos, como lo son los cereales, la cafia de azucar, las frutas

como las uvas, y algunos tubérculos (Jayaraman et al., 2017). Por ultimo, dentro de
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los aspectos que se deben de tomar en cuenta para controlar la fermentacién
alcoholica esta el efecto del oxigeno, la temperatura, los nutrientes, la concentracion

de glucosa, el pH y el efecto del etanol hacia las enzimas (Miranda y Molina, 2015).

2.3.3 Fermentacién acética

La fermentacion acética es un proceso que se genera principalmente por
bacterias acéticas (AAB), que se encargan de oxidar el etanol en acetaldehido por
medio de la catalisis de la enzima alcohol deshidrogenasa. Después, las AAB oxidan
este compuesto y lo convierten en acido acético, a través de la catalisis de la enzima
aldehido deshidrogenasa. En condiciones aerobias, se utiliza el oxigeno del medio
como aceptor final electrones, mientras que, en condiciones de estrés (anaerobias),
el metabolismo de las bacterias se ve afectado, lo cual perjudica su crecimiento
(Cordova et al., 2022; Han et al., 2024).

Las especies de bacterias que se utilizan con mayor frecuencia son las de los
geéneros Acetobacter (Acetobacter aceti, Acetobacter cerevisiae, Acetobacter lambici,
etc.), Gluconobacter (Gluconobacter cerevisiae, Gluconobacter oxydans, etc.) y
Komagataeibacter (Komagataeibacter europaeus, Komagataeibacter hansenii, etc.).
Principalmente, las Acetobacter pasteurianus, Komagataeibacter europaeus y
Gluconobacter oxydans son las que se emplean para producir productos alimenticios
(Han et al., 2024).

Dentro de los factores que intervienen en la fermentacién acética se
encuentran la temperatura, el tipo y densidad de bacterias presentes, la concentracion
de etanol, de oxigeno disuelto y acido acético. Por ello, las 6ptimas condiciones del
medio para el crecimiento y desarrollo de las bacterias acéticas son una temperatura
entre 25-30 °C, un pH entre 5 y 6,5 y bastante oxigenacion del medio (Roman et al.,

2023).
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Algunas bacterias del acido acético se encuentran en frutas con un alto
contenido de azucar y se suelen utilizar para obtener vinagre, cacao, acido ascorbico,
kombucha y acido tartarico. No obstante, también pueden participar en el deterioro de
la sidra, cerveza y vino durante la fermentacion (Sarbu y Csutak, 2019; Erkmen,

2022).

2.3.4 Parametros de fermentacion

Dentro de las variables o parametros que se deben de medir o controlar
durante la fermentacién estan el oxigeno, temperatura, pH, tiempo de fermentacion,
nutrientes, concentracion de sustrato y/o seleccion de microorganismos. En un
principio, la temperatura puede generar un efecto en la velocidad de las
fermentaciones, ya que influye directamente en el desarrollo de los microorganismos.
Es decir, a medida que se incrementa la temperatura, la velocidad del crecimiento se
ve afectada (Bello, 2021).

Vinculado a lo anterior, se encuentra el tiempo de fermentacién, que representa
un factor clave en dicho proceso y en la produccion de biomasa. Este parametro
puede variar segun la cepa de levadura utilizada y la tasa de inoculacion, la
concentracion de azucar inicial y la temperatura del medio. Por ejemplo, las levaduras
en periodos cortos no absorben los nutrientes; por lo tanto, esto limita su crecimiento
y la produccion de etanol no seria la esperada. Por el contrario, tiempos largos pueden
generar efectos negativos, ya sea por la competencia entre microorganismos debido
a la escasez de sustratos o por la inhibicidon del crecimiento celular por una
concentracion elevada de etanol (Burini, 2022; Castro y Cuestas, 2022).

Por otro lado, el pH en la fermentacién es un parametro que debe de ser

controlado, debido a que, influye significativamente en la funcion de la membrana
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celular, asi como en el crecimiento, morfologia y estructura celular. Asimismo, afecta
el estado i6nico de los sustratos, la absorcion de los nutrientes, la solubilidad de las
sales, la actividad enzimatica y la biosintesis de diferentes productos (Bello, 2021).
Ademas, es importante destacar que el pH desempefia un papel crucial en la
supervivencia de los microorganismos, pues cada uno posee un rango determinado
de pH en el cual puede mantenerse y crecer (Benavides, 2019).

La aireacion y la agitacion son variables que deben ser controladas, puesto que
el oxigeno influye de forma directa en el desarrollo celular. La intensidad de aireacion
y agitacion a la que se expone un hongo representa un aspecto clave en la produccién
de biomasa y compuestos metabdlicos, debido a que facilita la transferencia de
nutrientes, productos y oxigeno. En las fermentaciones aerobias, es esencial
mantener niveles adecuados de oxigeno disuelto, evitando restricciones en los
procesos respiratorios. Sin embargo, las fermentaciones anaerdbicas se producen en
ausencia de oxigeno (Barrera y Reyes, 2015; Bello, 2021).

Por otra parte, los microorganismos empleados en la fermentacion requieren
de nutrientes para realizar la sintesis de biomasa; los nutrientes esenciales en el
proceso bioldgico son el nitrégeno y el fosforo. En las fermentaciones anaerdbicas,
los requerimientos de macronutrientes son menores a los necesarios en las
fermentaciones aerobias, ya que la produccién de lodos es mas baja (Pérez, 2020).

Asimismo, la concentracion del sustrato (azucar) puede influir en los procesos;
por ejemplo, en la fermentacion alcohdlica se debe tener una concentracion entre 12
°Brix a 22 °Brix para que sea satisfactoria, pues una concentraciéon mas baja provoca
un menor grado de alcohol. Por otra parte, una concentracion alta puede generar que
la fermentacién no se lleve a cabo, debido a que la presién osmoética ejercida en las

levaduras es grande y no permite que interactuen sobre los azucares (Méndez, 2020).
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Finalmente, la seleccion del microorganismo fermentador juega un papel muy
importante para garantizar que la fermentacion se logre exitosamente. Para elegir
estos microorganismos, se deben de tomar en cuenta algunos criterios generales;
entre ellos, la tasa de crecimiento tiene que ser alta, la cepa debe de ser
genéticamente estable y libre de contaminantes, llevar procesos fermentativos
completos en tiempos cortos y ser facil de conservarla por periodos largos (Méndez,

2020).

2.3.5 Cultivos microbianos

Los cultivos microbianos son una mezcla de uno 0 mas microorganismos, como
las levaduras, hongos o bacterias, que tienen la capacidad de transformar una matriz,
ya sea lactea, vegetal u otra, en otros elementos, por medio del proceso de
fermentacion. Los microorganismos de los cultivos presentan caracteristicas
morfoldgicas y requerimientos nutricionales especificos en funcion de la especie que
se desea abordar para su supervivencia o crecimiento. Entre estas se deben de tomar
en cuenta los elementos basicos como las fuentes de hidrégeno, nitrégeno, azucar,
las temperaturas, entre otras (Andreu y Saavedra, 2022).

Los cultivos iniciadores o también llamados starters son aquellos que se
preparan con cepas seleccionadas y se adicionan de manera intencional a una matriz
alimentaria para comenzar el proceso de fermentacion. Los cultivos iniciadores se
dividen en dos grupos: los cultivos iniciadores de composicion conocida y los cultivos
iniciadores de composicion desconocida o parcialmente conocida. Ahora bien, los
cultivos iniciadores de composicién conocida estan conformados por un cultivo unico
(unica cepa) o por un cultivo multiple (mezcla definida de cultivos puros) (Ferrari et

al., 2020).
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Por otra parte, los cultivos iniciadores de composicidon desconocida o
parcialmente conocida estan compuestos por una mezcla indefinida de diferentes
microorganismos, entre ellos las bacterias o levaduras. Ejemplos de estos cultivos
son los granulos del kéfir o el SCOBY de la kombucha. Entre las principales funciones
de los cultivos iniciadores en el producto final estan el asegurar la calidad
microbiolégica del alimento, favorecer el desarrollo de color, estabilizar el producto,
evitar la proliferacion de microorganismos patdégenos y de deterioro, mejorar la
consistencia del alimento, contribuir con la formacion de sabores y aromas v,
finalmente, generar productos estandarizados con caracteristicas organolépticas
parecidas entre lotes (Ferrari et al., 2020).

A diferencia de los cultivos anteriormente mencionados, se encuentra la
fermentacion salvaje, espontanea o nativa, que se basa en fermentar el alimento con
los microorganismos presentes en este o en su entorno. Un ejemplo de esta
fermentacidn es la que sucede para elaborar el chucrut y el kimchi (Voidarou et al.,
2020). Por ejemplo, la fermentacion alcoholica tradicional de un mosto se realizaba
de manera espontanea con levaduras salvajes o nativas del medio; sin embargo,
existia un riesgo mayor de obtener vinos poco reproducibles, alteraciones quimicas o
microbiolégicas (defectos aromaticos, paralizaciones de fermentacion, picados

citricos, entre otros) y, por ultimo, tiempos extensos de fermentacion (Santos, 2016).

2.3.6 Cultivos simbiodticos

Las comunidades simbidticas se caracterizan por ser una interaccion bioldgica
entre dos 0 mas microorganismos que se benefician; en otras palabras, es una
relacion persistente y estrecha entre microorganismos de especies diferentes.
Asimismo, esta relacion se caracteriza como compleja, porque se necesitan

mutuamente para poder vivir libremente (Araya y Umana, 2022).
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El kéfir y la kombucha son un ejemplo de alimentos que necesitan los cultivos
simbidticos para obtener el producto final. Los granulos del kéfir (también llamados
bulgaros) estan compuestos por una combinacién de levaduras y bacterias
probidticas en una matriz de azucares, lipidos y proteinas, en donde se obtiene una
bebida fermentada (Araya y Umana, 2022). Por otra parte, la kombucha es una bebida
fermentada probidtica, que se obtiene al inocular una biopelicula que incluye un grupo
simbidtico de levaduras y bacterias conocido como SCOBY con una infusion de té
verde o negro. Esta infusion debe ser azucarada para que estos microorganismos

metabolicen los sustratos azucarados (Guzman, 2021).

2.5 Métodos de analisis

2.5.1 Analisis proximal

El analisis proximal de alimentos es un tipo de analisis quimico que se basa en
la determinacién del valor nutricional de alimentos y otras matrices. Se incluye el
analisis de componentes como humedad, cenizas, proteina, grasa, fibras y
carbohidratos. Este método se conoce también como analisis de Weende y permite
evaluar la calidad y seguridad de productos alimenticios, a través de la identificacion
de contaminantes potenciales (National Library of Medicine, 2016; Ullah et al., 2023).

Ahora bien, el analisis de estos constituyentes se lleva a cabo en un orden
especifico, donde se efectuan métodos quimicos para la determinacion de la mayoria
de los componentes. Sin embargo, el contenido de carbohidratos se obtiene por
medio de la determinacion de los demas constituyentes. Ademas, para poder llevar a
cabo este analisis, se debe realizar una reduccion significativa del alimento, de modo

que se logre tener un tamafo de particula adecuado (Echebiri et al., 2022).
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Para la toma y preparacion de las muestras se deben considerar aspectos
importantes como que esta debe ser estadisticamente representativa de la poblacién
en estudio, de modo que todas las particulas y componentes del alimento tengan la
misma probabilidad de ser elegidas. Asociado a esto, se incluye la homogeneidad de
las muestras, donde se debe asegurar que la apariencia fisica se muestre como una
sola fase o componente. Finalmente, se deben conservar en refrigeracion o

congelacion para que no exista ningun tipo de contaminacion (Ballinas et al., 2023).

2.5.1.1 Humedad. La humedad es el primer componente que se determina en
este analisis y, por medio de este, se estudia el contenido o porcentaje de agua
presente en la muestra. Este componente puede manifestarse de dos formas: agua
ligada o agua libre. El agua ligada se encuentra unida a algun otro componente, por
ejemplo, proteinas, carbohidratos o particulas coloidales. La determinacién de este
componente resulta importante, porque esto influye sobre la fluidez, compresibilidad

y cohesividad de los alimentos (Bohdrquez et al., 2020; Ullah et al. 2023).

Los métodos de determinacion de humedad para una muestra sélida pueden
dividirse en dos: directos e indirectos. Los primeros se basan en el analisis de la
cantidad de agua a través de la remocion de la humedad de la muestra sélida. Algunos
ejemplos incluyen métodos gravimétricos (secado en horno), por titulacion de Karl-
Fischer, por destilacion, o bien otros secados como por radiacion en microondas o
infrarroja. En los métodos gravimétricos, se puede utilizar horno o estufas con
temperatura controlada, vacio o circulacion de aire caliente y la temperatura del
procedimiento puede variar. Por ejemplo, en el secado al vacio se utiliza un rango
entre 95-100 °C, mientras que, en estufa, puede estar entre 135-137 °C (Sanchez,

2021; Ballinas et al., 2023).
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Los métodos indirectos son los que se efectuan con medidores que miden el
contenido de humedad con el cambio en las propiedades higrométricas que pueden
ser opticas, eléctricas u otras. Algunos métodos que destacan son los eléctricos,
espectroscopicos y aquellos que se basan en la humedad relativa del ambiente.
Finalmente, la humedad puede determinarse por medio del uso de instrumentos; por
ejemplo, el método Chataway, que relaciona el indice de refraccion con el contenido
de humedad de una muestra. Ademas, existen equipos de determinacién automatica;
sin embargo, la complejidad de algunas matrices alimentarias imposibilita la ejecucion

adecuada de este proceso (Fon y Zumbado, 2019; Sanchez, 2021).

2.5.1.2 Proteina. Las proteinas son macromoléculas de alto peso molecular
conformadas por la union lineal de los aminoacidos. La determinacion de estos
compuestos puede realizarse por medio de diferentes métodos. Las formas mas
habituales de determinacion son a través de cuantificacion del nitrégeno, el cual es el
elemento que mas sobresale en su composicion. Algunos de los métodos que resaltan
son el Kjeldahl, Lowry, Bradford, Dumas, métodos de medicion directa y métodos de

indice de refraccidon (Vega y Reyes, 2020; Hayes, 2020).

Actualmente, el método estandar para determinar el nitrégeno total en una
matriz alimentaria es el método Kjeldanhl, el cual fue introducido en 1883 por el quimico
danés Johan Gustav Christoffer Thorsager Kjeldahl. Principalmente, el analisis se
aplicaba en la industria cervecera para determinar los cambios en las proteinas
durante los procesos de germinacion y fermentacion. En la actualidad, se utiliza en
diversas muestras como lo son alimentos, bebidas, forrajes, fertilizantes, piensos,
aguas residuales, suelos, entre otras. Este método se encuentra oficialmente descrito
en normas emitidas por diversas organizaciones, como la AOAC (Asociacion de

Quimicos Analiticos Oficiales por sus siglas en inglés), US-EPA (Agencia de
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Proteccion Ambiental de Estados Unidos por sus siglas en inglés) , ISO (Organizacion
Internacional de Normalizacidn por sus siglas en inglés), entre otras (Garcia y
Fernandez, 2012; Saenz et al., 2019).

Basicamente, la teoria expone que la totalidad del nitrdgeno de una muestra
se encuentra en forma proteica; sin embargo, dependiendo de la naturaleza de la
muestra, el nitrdgeno puede provenir de otros compuestos nitrogenados (Garcia y
Fernandez, 2012). Por lo tanto, la proteina determinada por este medio se denomina
proteina bruta o total y, a grandes rasgos, su determinacion se ejecuta en tres etapas.
La primera de estas es la digestion, donde se trata la muestra con acido fuerte como
el sulfurico, en presencia de un catalizador y, por medio de ebullicion, el nitrégeno es
convertido en ion amonio (ecuacion 1).

Catalizador/calor

Al estar sometida continuamente al calor, se liberan didxido de azufre, agua y
didxido de carbono y las sustancias nitrogenadas son transformadas en sulfato de
amonio (Altuntas y Hapoglu, 2019).

Por consiguiente, se realiza la etapa dos del método, conocida como
destilacidn, la cual se basa en alcalinizar la muestra digerida; donde, el nitrégeno es

desprendido en forma de amoniaco (ecuacion 2).

(NH,),SO, + 2NaOH = 2NH; + Na,SO, + H,0 (ec. 2)

El amoniaco destilado es recogido con acido boérico en exceso (ecuacion 3).
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NH, + H;BO; = NH, + H,BO; (ec. 3)

La ultima etapa del método, la valoracion, se lleva a cabo a través de la
volumetria acido-base del ion borato formado (ecuacion 4). El acido utilizado suele
ser acido clorhidrico o sulfurico y un indicador de disolucion alcohdlica; donde, los
equivalentes consumidos de acido representan los equivalentes de amoniaco
destilados.

BO3; + H,0 + H = H3BO; (ec. 4)

Sin embargo, esta etapa puede llevarse a cabo mediante titulacion inversa en
donde el amoniaco destilado se recoge con exceso de acido sulfurico (ecuacion 5)

(Martin et al., 2017).

2NH; + H,S0, = (NH,)SO, (ec. 5)

Después, el acido en exceso que no reacciona es valorado con el amoniaco y

una solucion estandarizada de hidroxido de sodio.

H,SO, + 2NaOH = Na,SO, + 2H,0 (ec. 6)

Por ultimo, el porcentaje de nitrégeno se determina mediante el calculo del
numero de equivalentes de nitrégeno recogidos. El porcentaje de proteina bruta se
obtiene a través de una multiplicacion por un factor de conversion (K) que debe reflejar

el porcentaje de nitrogeno en la muestra, donde existen algunos alimentos con su
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factor de conversion ya establecido (Licon, 2022). En el caso de proteina microbiana,

Zhang et al. (2021b) utilizan un factor de 6.25 para estimar el contenido.

2.5.1.3 Grasa. Las grasas y aceites son macronutrientes y suelen estar
compuestas en su mayoria de triglicéridos. Alvarez (2018) menciona que los
triglicéridos se constituyen por tres acidos grasos unidos mediante un enlace éster a
una molécula de glicerol. Estos acidos grasos son acidos carboxilicos con cadenas
hidrocarbonadas y generalmente presentan entre doce a veinticuatro atomos de

carbono. Estas cadenas pueden presentarse de manera saturada o insaturada.

Segun Saini (2021), la determinacion de lipidos puede realizarse mediante
extraccion con disolventes organicos no polares, polares o mediante una mezcla de
ambos. Zarrinmehr et al. (2022), mencionan que el cloroformo y el hexano son
disolventes no polares, mientras que acetona y metanol son polares. Otros solventes
comunmente utilizados son el tolueno, n-hexano, éter dietilico de benceno; etanol y
acetato de etilo (Mubarak et al., 2015, citado por Zarrinmehr et al., 2022).

Se debe elegir el solvente adecuado segun la matriz. Los lipidos neutros se
deben tratar con disolventes organicos no polares y los lipidos polares con disolventes
polares. En el caso de los hongos, plantas y otros microorganismos con paredes
celulares rigidas se debe realizar un pretratamiento mecanico, fisicoquimico o
enzimatico, que desintegre las paredes celulares y el solvente pueda penetrarse para
la extraccion (Lee et al., 2017; Wang et al., 2021; Zainuddin et al., 2021; citados por
Saini, 2021).

Otra forma de determinacion de grasas es mediante métodos butirométricos,
los cuales separan la grasa mediante adicién de acido sulfurico que permite que se

degraden las proteinas. La grasa se separa mediante una centrifugacion, se cuantifica
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visualmente la capa de grasa, utilizando la escala calibrada de un butirometro (Fon y
Zumbado, 2019).

Algunos de los aspectos que se deben contemplar antes de iniciar son que
todas las muestras sdélidas deben homogeneizarse y dividirse a través de tratamientos
fisicos, mecanicos, quimicos o biolégicos. Ademas, aquellas muestras que presenten
un porcentaje de humedad mayor a 15-20 % tendran que ser previamente secadas y,
si presenta alto contenido de almidones y proteinas, es necesario realizar una
digestion acida, pues en algunos alimentos la grasa se encuentra atrapada dentro de
estas estructuras (Fon y Zumbado, 2019; Saini et al., 2021).

Dentro de la categoria de métodos de extraccion con disolventes se encuentra
el método Soxhlet, mediante el cual una vez la muestra se mezcla con el solvente, se
calienta hasta alcanzar el punto de ebullicién del solvente. Este pasa a ser vapor bajo
una presion atmosférica definida y este proceso se repite hasta proceder a extraer los
compuestos de la muestra (Gomez, 2013, citado por Pocco, 2019).

Este método requiere de un equipo especifico, el cual se compone de un baldn
que va a contener el solvente, que va a estar en la fuente de calor para generar vapor;
un tubo de extraccion Soxhlet, en el cual se debe depositar la muestra en un cartucho
elaborado con material de celulosa; y un condensador, que permite que se enfrie el

vapor y se devuelva al balon en estado liquido (Pocco, 2019).
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Figura 1

Equipo de extraccion Soxhlet

Cémara do
extraccion |

Carucho 4L

Balén de destilacién

Fuente: Pocco (2019).

2.5.1.4 Fibra cruda. Se conoce como fibra cruda o fibra bruta a los residuos
vegetales no digeribles que permanecen en los alimentos después de haber sido
sometidos a la extraccion con solvente, acido y alcalis diluido. Los principales
componentes de la fibra cruda son la celulosa, hemicelulosa y lignina, lo cual

constituye fundamentalmente la fraccion no digerible de la fibra (Dai y Chau, 2017).

Existe el método de fibra cruda o método de Weende, regulado oficialmente
por el método AOAC 978.10 (AOAC International, 2005 citado por AFIA, 2007) y en
la norma ISO 5498:1981, el cual fue disefiado con el propdsito de separar los
carbohidratos vegetales en fracciones digeribles e indigeribles, utilizando un medio
alcali y acido. En este método, el medio alcali permite eliminar las proteinas y
solubilizar parte de la lignina y compuestos fendlicos, mientras que el medio acido
disuelve las hemicelulosas (Fahey et al., 2019).

Basicamente, este método se realiza con ayuda de un equipo especial
conocido como “Dosi - Fiber”, e inicia con una muestra del alimento seca y desgrasada
(w0). Posteriormente, se debe de realizar una hidrolisis acida en caliente con acido

sulfurico y, luego, una hidrdlisis basica en caliente con hidroxido de sodio. Una vez
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las muestras se encuentran filtradas y lavadas, deben ser secadas en una estufa a
150 °C por 1 hora, se enfrian en el desecador y se pesan para obtener la masa inicial
(w1). Finalmente, estas muestras se colocan en el horno de mufla a 500 °C durante
3 horas para incinerarse, se enfrian y se pesan (w2) (Fon y Zumbado, 2019). Se
calcula el porcentaje de fibra bruta con base en la siguiente férmula.

Wy—W;

% Fibra bruta = —— x 100 (ec.7)

0

No obstante, una limitacion que presenta este método es que el tratamiento
aplicado puede provocar la pérdida de ciertos carbohidratos, por ejemplo,

degradaciones hidroliticas de la celulosa y lignina.

2.5.1.5 Cenizas. Las cenizas se caracterizan por ser la parte inorganica del
alimento que queda después de incinerar la muestra y remover el agua y compuestos
organicos. Se caracteriza por ser la parte no gaseosa y no volatil como los minerales.
El proceso mas utilizado es la incineracion en seco, en la que se suele utilizar un
horno de mufla para quemar la muestra a temperaturas que rondan los 600 °C.
Algunas veces, puede haber inconsistencia en los resultados, porque quedan

materiales volatiles en la muestra (Md Noh et al., 2020; Ullah et al., 2023).

El tiempo que la muestra deba ser incinerada depende de la naturaleza de la
matriz. Maliki et al. (2023) efectuan el proceso hasta obtener un polvo grisaceo. En
otros casos, se utilizan otros métodos por la presencia de mercurio y hierro, por
ejemplo, la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con reflectancia total

atenuada (ATR-FTIR), que permite efectuar diversos procesos simultaneamente.
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2.5.1.6 Carbohidratos. Los carbohidratos son moléculas de compuestos
organicos (carbono, oxigeno e hidrogeno) que desempefian una funcion esencial para
el cuerpo humano al ser una fuente de energia, a través de la descomposicién de los
carbohidratos a glucosa. Segun su estructura, se clasifican en diversas categorias. El
primer grupo es conocido como carbohidratos simples (monosacaridos y disacaridos),
los cuales son aquellos azucares compuestos de hasta dos monosacaridos unidos.
Seguidamente, el otro grupo se identifica como carbohidratos complejos
(polisacaridos y oligosacaridos). Estos son polimeros con largas cadenas de
monosacaridos (mas de tres) y su absorcion es mas lenta y gradual (Holesh et al.,
2023).

Los azucares reductores son aquellos que se caracterizan por tener un grupo
carbonilo intacto. Esto le permite funciones cetona o aldehido libres, con mucha
susceptibilidad de ser oxidada. Métodos de cuantificacion especificos como Benedict,
Fehling y Hagedorn-Hensen se basan en el principio de transformacion de los
azucares reductores a enedioles por calentamiento (Cristancho y Monroy, 2014;
Vegas et al., 2024).

En el caso de la prueba de Benedict, los enedioles reducen los iones cupricos
a iones cuprosos, presentandose como 6xido cuproso. Esto presenta un cambio de
color en la solucién, lo que permite identificar la presencia de azucares reductores en
la muestra y, segun la intensidad y tonalidad de la disolucién, obtener un estimado de
concentracion de azucares (Dahal, 2024).

Los métodos para la cuantificacion de carbohidratos especificos como lo son:
azucares reductores, totales, almiddn, entre otros, si existen. No obstante, como parte
del analisis proximal, los carbohidratos totales se determinan por diferencia, a partir

del porcentaje restante de la cuantificacion de los principales macro componentes del



72

alimento antes mencionados, tal como se muestra en la ecuacion 8 (Fon y Zumbado,

2019).

% Carbohidratos = 100 — (Humedad + proteina + lipidos + cenizas + fibra) (ec. 8)

2.5.2. Fibra dietética

La fibra dietética es un componente muy importante en la alimentacion humana
y su concepto ha evolucionado con el pasar de los afos. Inicialmente, se mencionaba
que la fibra dietética correspondia a los polisacaridos insolubles y no digeribles que
se encuentran en la pared celular de las plantas como celulosa, lignina y
hemicelulosa. Afios después, se le suman a ese concepto los polisacaridos solubles
en agua y no digeribles como mucilagos, gomas y pectinas (Gonzalez et al., 2021).

Diversas investigaciones han llevado a cambios en el concepto de fibra
dietética mencionado anteriormente. Actualmente, la fibra dietética se reconoce como
un conjunto de polimeros y oligdmeros de carbohidratos que no se digieren en el
intestino delgado, pasando al intestino grueso donde son parcial o totalmente
fermentados por el microbiota intestinal. Sin embargo, esta no es la unica definicion,
ya que no existe un concepto universal (Gonzalez et al., 2021).

Dentro de los constituyentes de la fibra dietética, se encuentran los
polisacaridos, que son cadenas de carbohidratos formadas por al menos veinte
unidades de monosacaridos. Estos polisacaridos incluyen la hemicelulosa, celulosa,
betaglucanos, pectinas, gomas y mucilagos. Aunque el almidén es un polisacarido,
no se clasifica dentro de este grupo debido a su digestion y absorcion en el intestino

delgado.
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Otros componentes de la fibra dietética son los oligosacaridos resistentes de
entre tres a nueve grados de polimerizacion de monosacaridos, como
fructooligosacaridos, inulina,  xilooligosacaridos, rafinosa, = maltodextrinas,
galactooligosacaridos. También, se reconocen otros componentes de menor tamario,
gue cuando estan unidos a la pared celular entran dentro del término de fibra dietética,
como las ligninas, polifenoles, ceras, saponinas, fitatos, cutinas y fitoesteroles
(Calizaya et al., 2023).

Los métodos para determinar la fibra dietética en alimentos se dividen en tres:
enzimatico-gravimeétricos, no enzimatico-gravimeétricos y enzimatico-quimicos. En el
primero, se efectuan tratamientos enzimaticos para eliminar proteinas y almidones,
se precipitan componentes de la fibra con el uso de etanol acuoso, se filtra, pesa y se
realiza una correccidon de proteinas y cenizas. Los componentes que se determinan
en este método son polisacaridos, lignina y ciertos almidones resistentes, pero no los
oligosacaridos. Por otra parte, los otros dos métodos incluyen la determinacién del
contenido de azucares neutros por medio de cromatografia de gas-liquido (GLC) o
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) (Caicedo, 2021).

También, se puede determinar el contenido de monosacaridos y acido urénico
por colorimetria y un valor unico de azucares totales por espectrofotometria. El
residuo que posterior a la hidrolisis de polisacaridos se recoge por filtracion y se
cuantifica por medio del ensayo llasina de Klason. La fibra dietética total se representa
como la suma de los polisacaridos sin almidén y la lignina. Otros métodos se han

desarrollado para determinar polisacaridos y polifenoles asociados (Caicedo, 2021).



74

2.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico es relevante para poder interpretar los resultados y
evaluar su confiabilidad. A continuacion, se mencionan las metodologias pertinentes

para este tipo de investigacion.

2.6.1 Analisis de varianza de dos vias

El analisis de varianza (ANDEVA) es un procedimiento estadistico que se
utiliza para comparar las medias de dos o mas grupos. Este analisis es altamente
utilizado en disefios experimentales en donde existe una variable dependiente que es
normalmente una medida numérica paramétrica continua de resultados y multiples
grupos experimentales dentro de una o mas variables independientes. A estas
variables independientes se les conoce como factores y los grupos dentro de estos
factores se definen como niveles (Andrade, 2024).

Dentro de este, se incluye el analisis de dos vias que se aplican en casos en
los que hay dos factores. Su base matematica es la regresion lineal y modelos
generales lineales que cuantifican la relacion entre la variable dependiente y la (s)
independiente (s). EI ANDEVA depende del disefio experimental utilizado, por lo tanto,

no existe un analisis unico (Jorgensen, 2023).
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2.6.1.1 Prueba post-hoc de Tukey. Las pruebas post-hoc suelen utilizarse
después de obtener el resultado de diferencia significativa en las pruebas ANDEVA;
con lo cual, se puede determinar cuales son los conjuntos de datos exactos que
difieren entre si. Este método lo desarrollé John Tukey bajo el nombre de diferencia
honestamente significativa (HSD por sus siglas en inglés). Es una técnica de
comparacion por pares que tiene como objetivo principal calcular la diferencia entre
dos medias, utilizando una distribucion estadistica (Nanda et al., 2021; Agbangba et

al., 2024).

Esto proporciona la distribucion de muestreo exacta de la diferencia mayor
dentro de un conjunto de medias provenientes de la misma poblacion. Estas
comparaciones permiten obtener cuales y por cuanto difieren los pares de medias en
estudio. Debe utilizarse la prueba HSD cuando la interaccion entre tres o mas
variables es estadisticamente significativa y en conjunto con el ANDEVA permite crear
intervalos de confianza para todas aquellas diferencias por pares entre las medias de
cada nivel de un factor. Para determinar el valor de esta prueba, se debe tomar el
valor absoluto de la diferencia entre pares de medias y dividirlo entre el error estandar
de la media (SE), el cual tuvo que ser determinado anteriormente en la prueba

ANDEVA (Nanda et al., 2021; Agbangba et al., 2024).
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En el siguiente apartado, se desarrolla la metodologia que se utilizara para
llevar a cabo la presente investigacion, esto con el fin de cumplir los objetivos

establecidos anteriormente.

3.1 Tipo de enfoque

El desarrollo de esta investigacion se da por medio de un modelo cuantitativo.
Este se caracteriza por ser objetivo, sistematico y metddico, permite medir y explicar
los fendbmenos sociales a partir de analisis de variables observables y medibles. Este
enfoque inicia con la formulacion de un problema de investigacion y de hipotesis o
preguntas sustentadas tedricamente, para luego comprobarlas con la aplicacion de
meétodos estadisticos, con el fin de analizar los resultados y definir las relaciones de
causa-efecto entre las variables (Babativa, 2017).

Esta metodologia permite establecer conclusiones basadas en evidencia,
generando predicciones confiables sobre la realidad estudiada (Babativa, 2017). Por
ello, dicho enfoque se incluye a lo largo de todo el presente trabajo, ya que se realiza
una recoleccion de datos de diversos ensayos y analisis de laboratorio, para poder

cumplir con los objetivos propuestos.

3.1.1 Tipo de investigacion

Con respecto al tipo de investigacion, se caracteriza el presente trabajo como
exploratorio, debido a que se desean examinar diversos aspectos que cuentan con
pocas investigaciones previas. Por lo tanto, se requiere explorar el tema de estudio
para tener un acercamiento de las caracteristicas generales y la frecuencia con la que
ocurre (Ramos, 2020).

Ademas, se clasifica como una investigacion experimental, ya que, segun

Ramos (2021), en este tipo de investigaciones se manipula una variable
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independiente de forma intencionada para analizar el efecto sobre las variables
dependientes. Lo anterior refleja lo que sucedio en el presente trabajo, puesto que
existen diversas variables que se modificaron con el fin de cumplir los objetivos
establecidos.

Finalmente, se destaca el tipo de investigacion deductiva, la cual se basa en el
razonamiento, en donde la deduccidén permite transformar los principios generales
obtenidos en hechos particulares; es decir, cuando se comprueba y verifica la
validacién de un principio, se prosigue con su aplicacién en un contexto particular
(Bernal Torres, 2006 citado por Prieto, 2017). Por lo tanto, el presente trabajo se
fundamenta en este tipo de investigacion, puesto que se realiza la deduccion de las

conclusiones con base en los resultados obtenidos.

3.2 Sujetos y fuente de informacién

El objeto de estudio es la biomasa generada por el crecimiento del cultivo
simbidtico de bacterias y levaduras (SCOBY) durante la elaboracion de la kombucha.
La informacion cientifica de soporte para el disefio de la investigacion y el
analisis de los resultados se obtendra de fuentes primarias (tesis, libros de textos) y
fuentes secundarias (articulos cientificos). Los datos se obtendran a partir de

ensayos, pruebas y analisis fisicoquimico del objeto de estudio.

3.3 Pregunta generadora

¢ Es viable técnicamente utilizar la biomasa del cultivo simbidtico de bacterias
y levaduras (SCOBY) generado en la elaboracion de kombucha como una fuente de

proteina alternativa para consumo humano?
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A continuacidn, se describe, en la tabla 2, la operacionalizacién de las variables
del trabajo realizado.



3.4 Variables

Tabla 2

Operacionalizacion de variables
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Objetivo Variable / Definicion Definicion Definicion instrumental Indicador
especifico Dimensién conceptual operacional
Establecer las | Tiempo de | Periodo donde los | Establecimiento Disefio de pruebas preliminares para determinar | Seleccién de
- fermentacion. microorganismos de cuatro tiempos | tiempo y concentracién de azucar del disefio | cuatro tiempos de
condiciones de X . L X S
convierten el azulcar | de fermentacion. experimental. fermentacion.
fermentacion en acido aceético.
para la Concentracion de | Cantidad de azucar | Establecimiento Bitacora para documentar resultados. Seleccién de dos
obtencion de la | sustrato (g/ml) presente en el | de dos concentraciones
. medio de | concentraciones de azucar.
biomasa fermentacion. de azucar.
microbiana
. Tasa de | Aumento a través del | Aumento de la | Disefio experimental y formularios para el registro | Tasa de
(cultivo - . . o
crecimiento. tiempodelamasadel | masa de cada | de datos de masa del cultivo. crecimiento para
simbidtico de cultivo. cultivo a cada cada tiempo de
bacterias y tiempo. fermentacion.
levaduras) Comportamiento de | Valor en el tiempo de | Medicion de los Métodos de medicion de cada parametro: Valor obtenido
mediante los parametros parametros parametros en pH: pHmetro digital marca APERA Instruments | para cada
fisicoquimicos indicadores del cada tiempo de modelo PH20 pH Tester. parametro.
pruebas indicadores del avance de la fermentacion. Sélidos solubles: ° Brix, refractdmetro marca
avance de la fermentacion. Alla France, modelo 95000-011.

preliminares vy
ensayos

fisicoquimicos.

fermentacién: pH,
sélidos solubles,
temperatura.

Temperatura: termémetro digital marca Taylor,
modelo 9842.




Tabla 2 (continuacién). Operacionalizacion de variables
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Objetivo Variable / Definicion Definicion operacional Definicion instrumental Indicador
especifico dimension conceptual
Analizar el | Tiempos de | Periodo donde los | Ensayo experimental para | Disefio experimental y formularios para el | Tasa de crecimiento
ofecto del fermentacion. microorganismos | la mediciéon del aumento | registro de datos. para cada tiempo de
convierten el | de masa de cada cultivo a fermentacion.
tiempo de azucar en acido | cada tiempo.
., acético.
fermentacion
sobre la
. Tasa de | Aumento a través Bitacora para documentar resultados
composicion - :
crecimiento. del tiempo de la
bromatoldgica y masa del cultivo.
tasa de Composicion Contenido de los | Analisis quimico de | Métodos de analisis: Porcentaje de cada
crecimiento de | bromatoldgica: componentes del | laboratorio de muestras | Humedad: Método AOAC 923.03. componente para
la biomasa humedad, alimento. procedentes de tres lotes | Proteina: Método AOAC 991.20. cada tiempo de
proteina, grasa, de fermentacion | Grasa: Método AOAC 920.39. fermentacion.
generada como | fibra  dietética, independientes. Fibra dietética: Método AOAC 985.20 vy
cenizas, 991.43.

subproducto de
la elaboracion
de kombucha,
por medio de
ensayos de

laboratorio.

carbohidratos
totales.

Comportamiento
de parametros
fisicoquimicos
indicadores del
avance de la
fermentacion:
pH, sdlidos
solubles,
temperatura.

Valor en el tiempo
de parametros
indicadores del
avance de la
fermentacion.

Medicién de los
parametros definidos en
cada tiempo de
fermentacion.

Cenizas: Método AOAC 923.03.

Carbohidratos totales: por diferencia.

Métodos de medicion de cada parametro:

pH: pHmetro digital marca
Instruments modelo PH20 pH Tester.
Soélidos solubles: ° Brix,

APERA

refractometro

marca Alla France, modelo 95000-011.

Temperatura: termdémetro digital
Taylor, modelo 9842.

marca

Valor obtenido para
cada parametro.
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Objetivo Variable / Definicion Definicion operacional Definicion instrumental Indicador
especifico dimension conceptual
Analizar el | Concentraciéon de | Cantidad de azucar | Ensayo experimental | Disefio experimental y formularios para el | Concentracion de
ofecto de dos azucar. (g/ml) pres_ente en | para la medicion del | registro de datos. a}ZL’Jcar para cada
el medio de | aumento de la masa de tiempo de
concentracione fermentacion. cada cultivo para cada fermentacion.
. concentracién de azucar.
s de azucar del
sustrato sobre | Tasa de | Aumento de masa Bitacora para documentar resultados
. .. | crecimiento. del cultivo para
la composicidn -
cada concentracion.
bromatoldgica y
Composicion Contenido de los Andlisis quimico de Métodos de analisis:

de

crecimiento de

tasa

la biomasa
generada como
subproducto de
la elaboracion
de kombucha,
por medio de
ensayos de

laboratorio.

bromatoldgica:
humedad, proteina,

grasa, fibra
dietética, cenizas,
carbohidratos
totales.

Comportamiento de
los parametros
fisicoquimicos
indicadores del
avance de la
fermentacién: pH,
sélidos solubles,
temperatura.

componentes del
alimento.

Valor en el tiempo
de parametros
indicadores del
avance de la
fermentacion.

laboratorio de muestras
procedentes de tres
lotes de fermentacion
independientes.

Medicién de los
parametros definidos en
cada tiempo de
fermentacion.

Humedad: Método AOAC 923.03.
Proteina: Método AOAC 991.20.

Grasa: Método AOAC 920.39.

Fibra dietética: Método AOAC 985.20 y
991.43.

Cenizas: Método AOAC 923.03.
Carbohidratos totales: por diferencia.

Métodos de medicion de cada parametro:
pH: pHmetro digital marca APERA
Instruments modelo PH20 pH Tester.
Sdlidos solubles: ° Brix, refractometro
marca Alla France, modelo 95000-011.
Temperatura: termémetro digital marca
Taylor, modelo 9842.

Porcentaje de cada

componente para
cada tiempo de
fermentacion.

Valor obtenido para
cada parametro.
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3.5 Poblacién y muestra

La poblacion en estudio se obtuvo de tres diferentes lotes de fermentacion
controlada, cada uno de los cuales se llevo a cabo durante 28 dias, con tomas de
muestra realizadas los dias 7, 14, 21 y 28. Se utilizé el 100 % de la biomasa generada

en cada tiempo de fermentacion.

3.6 Descripcion de la metodologia

Las fermentaciones se llevaron a cabo en el laboratorio 108 de la Universidad
Técnica Nacional, Sede Atenas. El estudio se desarroll6 durante el periodo de
septiembre 2024 a abril 2025. Se realizaron tres pruebas preliminares con el objetivo
de determinar las condiciones Optimas de fermentacion y conservacion de las
muestras, las cuales sirvieron como base para el disefio de las pruebas definitivas.
Durante estas pruebas se evaluaron diferentes concentraciones de sacarosa y
tiempos de fermentacién por triplicado.

Se analizaron parametros fisicoquimicos del medio de cultivo liquido,
incluyendo mediciones de pH, humedad, temperatura, solidos solubles (°Brix) y tasa
de crecimiento de la biomasa. Se aplicaron diferentes técnicas de preparacion de
muestra (como liofilizacion y secado), y de conservacion (como la refrigeracion y

congelacion), para estudiar el efecto sobre la estabilidad de la proteina del SCOBY.

3.7 Pruebas preliminares

Se realizaron tres pruebas preliminares con el objetivo de establecer las
condiciones ideales para la preparacidon de la infusion, la inoculacién y el
mantenimiento de las muestras durante el proceso de fermentacion. Durante las

pruebas, se evaluaron dos concentraciones distintas de sacarosa y cuatro tiempos de
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fermentacion distintos (7, 14, 21 y 28 dias). Para cada tiempo de fermentacion se
utilizaron frascos independientes y cada fermentacion se llevo a cabo de forma
separada, por lo que cada condicion fue replicada tres veces. Adicionalmente, se
consideraron diferentes estrategias de conservacion del SCOBY con el fin de evaluar
la estabilidad para los analisis posteriores.

A continuacidén, se presenta la metodologia seguida para preparar las

infusiones.

3.7.1 Preparacion de infusiones

Figura 2

Diagrama de flujo de pruebas preliminares

(RGCGIOCién de materia primaD
Ebullicion del agua
(100°C)

SCOBY
Azlcar
Té negro

/ Bolsas de té negro / Extraccion solido - liquido /Bolsas de té negro /
Azucar Disolucién de azucar
(70y 10,5 %)

Enfriamiento

(28 a 32°C)
/509 de SCOBY/ Incorporacion del SCOBY
150mL de cultivo Inoculacion

iniciador liquido

Fermentacion
(7,14, 21, 28 dias)

Refrigeracion (4°C) /
Congelacion (-18°C)

Nota: Elaboracién propia, 2025.
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3.7.2 Descripcion de etapas

El calentamiento del agua fue el primer paso en la preparacion de la infusion
de té; se utilizaron hervidores eléctricos de uso comercial y se control6 la temperatura
hasta alcanzar el punto de ebullicion (100 °C). Este paso asegura la extraccion
eficiente de los compuestos del té y facilita disolver adecuadamente el azucar. Es
importante mencionar que se utilizaron 24 frascos de vidrio previamente lavados con
una capacidad de cinco litros. Se afiadié a cada frasco un litro de agua caliente.

Al alcanzar la ebullicién, se colocaron seis bolsas de té negro a cada frasco de
vidrio, por lo que se utilizaron en total 144 bolsas de té negro por cada lote de
fermentacidn. Se dejaron reposar por 15 minutos para permitir la extraccioén soélido -
liquida, para asi lograr transferir los compuestos solubles del té al agua.

Finalizada la extraccion y con el medio liquido aun caliente, se afiadio el azucar
a cada frasco. Se utilizaron dos concentraciones de sustrato diferentes; la
concentracion A con 7,0 % m/v de azucar en 12 frascos y los restantes 12 frascos con
la concentracion B, con 10,5 % m/v de azucar. Una vez disuelto el azucar, se
afnadieron 2 litros de agua a temperatura ambiente a cada frasco para disminuir su
temperatura y ajustar la concentracion final del azucar. La infusion se agité y se dejé
en reposo, hasta alcanzar una temperatura entre 28 °C y 32 °C.

Cuando la infusion alcanzé la temperatura deseada, se afadieron 50 g de
SCOBY y 150 mL de cultivo iniciador liquido, proveniente de la infusion que contiene
los SCOBY madre. Posteriormente, los frascos se dejaron fermentar durante 7, 14,
21 y 28 dias, en grupos de tres frascos independientemente por cada tiempo de
fermentacién y concentracion de azucar.

Como medida de control durante la fermentacion, los frascos se cubrieron con

una malla fina, lo que permiti6 la exposicion al oxigeno necesaria para una
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fermentacidén aerobia, mientras se prevenia la contaminacion por insectos u otras
particulas externas. Ademas, los frascos se mantuvieron protegidos de la luz directa
durante todo el periodo de fermentacion con el objetivo de preservar la estabilidad del
medio.

Una vez finalizado el periodo de fermentacion correspondiente, se procedié a
realizar las mediciones de los parametros fisicoquimicos del medio, es decir, pH,
soélidos solubles, temperatura y tasa de crecimiento de la biomasa. Ademas, se tomé
una muestra de 3 g para determinar la humedad del SCOBY.

Seguidamente, los SCOBY fueron almacenados por separado en bolsas
laminadas e identificadas correspondientemente. Se utilizaron como medios de
conservacion la refrigeracion a temperaturas de 4 °C y congelacion a -18 °C. Estas
dos técnicas fueron evaluadas con el fin de determinar cual de ellas permitia mantener
mejor las propiedades del SCOBY, sin afectar estructura, composicion o
funcionalidad.

Adicionalmente, se seleccionaron tres muestras de SCOBY obtenidas bajo
distintas condiciones de fermentacion y conservacion, las cuales fueron analizadas
en un laboratorio externo especializado (CITA - Centro Nacional de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos) para la ejecucidn de los analisis proximales, con el objetivo
de obtener una caracterizacion nutricional de la biomasa.

Las primeras dos muestras enviadas corresponden a la segunda prueba
preliminar, especificamente del dia 14 y 21 de fermentacion, y fueron tomadas para
ambas concentraciones de azucar (7,0 % y 10,5 %). Estas muestras fueron
conservadas en refrigeracidn y se les realizaron los siguientes analisis: ceniza, grasa

cruda, humedad, proteina, fibra soluble y fibra insoluble.
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La tercera muestra fue conservada en congelacién y el laboratorio externo le
realizé un pretratamiento conocido como liofilizacion. La muestra fue tomada del dia
21 de fermentacion con una concentracion de 7,0 % de azucar y se le realizaron los
siguientes analisis: carbohidratos, ceniza, grasa cruda, humedad en fresco (en
liofilizado), proteina, fibra soluble y fibra insoluble. Estos analisis preliminares
permitieron orientar la seleccion de las condiciones y parametros por evaluar en las
pruebas definitivas, proporcionando una base para la caracterizacion composicional

del SCOBY.

3.8 Pruebas definitivas

Con base en los resultados obtenidos durante las pruebas preliminares, se
definio el procedimiento final para la ejecucién de las pruebas definitivas. A lo largo
de la fase preliminar, se lograron establecer los métodos adecuados en cuanto a la
preparacion de la muestra, condiciones de fermentacion y manejo de muestras post
fermentacidn. Basicamente, esta prueba se lleva a cabo bajo un disefio controlado y
replicable, con el fin de generar datos confiables que permitieran una posterior
evaluacion estadistica.

Para la prueba definitiva se optd exclusivamente por mantener las muestras en
congelacion a -18 °C, para conservar adecuadamente las propiedades y estructura

del SCOBY. En la figura 3, se presenta el diagrama de flujo correspondiente.



Figura 3

Diagrama de flujo de pruebas definitivas

SCOBY

Azucar
Té negro
Agua

Recepcion de materia
prima

Agua

Ebullicion del agua
(100°C)

Bolsas de
té negro

Extraccion solido -
liquido

Azucar
(70y 10,5 %)

Disoluciéon de azucar

Enfriamiento
(28 a 32°C)

/SOg de SCOBY/

Incorporacion del SCOBY

150mL de cultivo
iniciador liquido

Inoculacion

Fermentacion
(7,14, 21, 28 dias )

C

Nota: Elaboracién propia, 2025.
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3.9 Analisis fisicoquimicos

Los analisis fisicoquimicos se realizaron en el laboratorio 108 de la Universidad
Técnica Nacional, sede Atenas. Estos se efectuaron por triplicado de forma
independiente en los dias 7, 14, 21 y 28 de fermentacion, para cada concentracion de
azucar utilizada. A continuacion, se explica detalladamente el procedimiento realizado

para cada parametro.

3.9.1 pH

El pH se midié con un pHmetro digital marca APERA Instruments modelo PH20
pH Tester. Se calibré el pHmetro con buffers de 4 y 7 en los dias 7, 14, 21y 28 de
fermentacidon. Una vez que el SCOBY fue extraido, se tom6 una muestra de 20 mL
del liquido contenido en los frascos y se colocd en un beaker de vidrio. Se limpio el
electrodo del pHmetro con una piseta de agua destilada. El electrodo se introdujo en
la muestra de kombucha, asegurandose de que no tocara las paredes ni el fondo del
beaker. Se esperd de 30-40 segundos hasta que la lectura de pH se estabilizara. Lo
anterior se realizé por triplicado y se anotaron los valores en las hojas digitales

destinadas para esto.

3.9.2 Solidos solubles

Los sdlidos solubles se midieron con el uso de un refractometro marca Alla
France, modelo 95000-011. Se calibré el refractometro con agua destilada en los dias
7, 14, 21 y 28 de fermentacién. Se limpié con agua destilada la placa de luz del
refractometro y se seco cuidadosamente con toallas. Se tom6 un gotero para extraer
una muestra del liquido de la kombucha y se colocaron dos gotas sobre la placa de

luz. Se enfoco el ocular y se leyo el valor dado. Lo anterior se realizé por triplicado,
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los valores fueron expresados en °Brix y se anotaron en las hojas digitales destinadas

para esto.

3.9.3 Temperatura

La temperatura se midié utilizando un termometro digital marca Taylor, modelo
9842. Se tomd una muestra de 20 mL del liquido de la kombucha y se introdujo el
termometro previamente limpio y seco. Se espero entre 40-60 segundos hasta que la
lectura se estabilizdé. Lo anterior se realizd por triplicado, los valores fueron
expresados en grados centigrados y se anotaron en las hojas digitales destinadas

para esto.

3.9.4 Tasa de crecimiento

La tasa de crecimiento se midid con base en el aumento de masa en los
diferentes dias de fermentacién (7, 14, 21 y 28). En primera instancia, se sacaron los
SCOBY de cada frasco y se dejaron escurrir por 15 min. en un escurridor. Se
colocaron sobre una toalla de papel por 5 min. para terminar de extraer el liquido
contenido entre las capas del SCOBY. Pasado el tiempo, se midio la masa del SCOBY
con el uso de una balanza OCONY, modelo OCONY - SS. Los valores se anotaron
en una hoja digital destinada para esto. Se calcul6 la tasa de crecimiento con base en

la siguiente formula.

Aumento de masa (g)

Tasa de crecimiento = X 100 (ec. 9)

Masa inicial (g)
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En donde, el aumento de masa representa la diferencia entre la masa inicial y
la masa final. Finalmente, se guardaron y almacenaron los SCOBY segun las

especificaciones antes mencionadas.

3.10 Analisis proximal

Los analisis de composiciéon quimica se realizaron por prestacion de servicios.
Las muestras fueron enviadas congeladas al Laboratorio San Martin para su posterior
analisis; una vez entregadas, las muestras se mantuvieron congeladas a -20 °C hasta
el momento de su analisis. Antes de efectuar los procedimientos de analisis, las
muestras se descongelaron y se homogeneizaron en su totalidad. A continuacién, se

detallan los métodos utilizados para el analisis proximal de las muestras.

3.10.1 Humedad y cenizas

El método utilizado se baso en el procedimiento AOAC 923.03 con pequerias
modificaciones. Se realizé a través de un procedimiento gravimétrico, en donde se
adicion6é una masa de 10 g de muestra sobre una capsula de porcelana a masa
constante y se coloco en una estufa a 105 °C hasta alcanzar masa constante. Se
calculo el porcentaje de humedad. Luego, la capsula se coloco en una muflay se llevd
gradualmente hasta 550 °C. Se calcin6 por una hora y se repitio el proceso hasta que

se alcanzo una masa constante. Después, se calculo el porcentaje de cenizas.

3.10.2 Proteina

El método utilizado se baso en el AOAC 991.20 y se realizé la determinacion
por medio del método Kjeldahl. Se colocd una masa de 10 g de muestra en un tubo
de digestion, se colocaron las pastillas de catalizadores y se adicionaron 12 mL de

acido sulfurico. La muestra se digirié6 completamente en el bloque de digestion y, una
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vez finalizada la digestion, se procedi¢ a realizar la destilacion. Para esto, se basifico
con NaOH el digerido y el destilado se recolectd en disolucion de acido borico al 4 %.
Esta disolucion se valord con acido clorhidrico estandarizado hasta que se alcanzo el
punto final. Para la conversion del porcentaje de nitrégeno a proteina se utilizé6 un

factor de 6,25.

3.10.3 Grasa cruda

El método se realiz6 por medio de Soxhlet basandose en AOAC 920.39.
Previamente, la muestra fue secada en una estufa por 48 horas y, después, se coloco
una masa de muestra seca de aproximadamente 4 g y se coloco en el sistema
Soxhlet. La grasa se extrajo con una mezcla de éter-hexano. Luego, el solvente se
removié con rotavapor y la grasa se obtuvo en el balon, el cual se llevd a masa

constante.

3.10.4 Carbohidratos totales

Los carbohidratos totales se calcularon a partir de los resultados obtenidos de

humedad, cenizas, proteina y grasa cruda, en donde se utilizé la ecuacion 8.

3.10.5 Fibra dietética soluble e insoluble

Los métodos utilizados se basaron en el AOAC 985,29 y 991,43 por medio de
un procedimiento enzimatico-gravimétrico. Para el tratamiento enzimatico, se coloco
1 g de muestra en un beaker, al que se le adicionaron 50 mL de buffer de fosfatos. Se
agrego 0,1 mL de alfa amilasa y se calent6 en bafio de agua a 95 °C por 15 minutos.
Se dej6 enfriar y se ajusto el pH de la muestra a 7,5. Luego, se adicion6 0,1 mL de

proteasa y se calenté a 60 °C por 30 minutos. Se dejo enfriar y se ajusto el pH a 4,3.
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Se adicioné 0,1 mL de amiloglucosidasa y se calenté a 60 °C por 30 minutos.

Finalmente, se dejo enfriar a temperatura ambiente.

3.10.5.1 Fibra insoluble. Se colocé una capa de celite sobre el crisol y se filtro
la disolucion obtenida en el punto 3.10.5. Se recolecté y guardo el filtrado para la
determinacién de fibra dietética soluble. El filtro se lavd con porciones de etanol 78

%, etanol 95 % y acetona, y se llevé a masa constante a 105 °C.

3.10.5.2 Fibra soluble. Al filtrado del punto 3.10.5.1 se le adicionaron cuatro
volumenes de etanol 95 % y se dejo precipitar por una hora. Se colocé una capa de
celite sobre el crisol y se filtrd la disolucidon obtenida en el punto anterior. Se lavd con
porciones de etanol 78 %, etanol 95 % y acetona, y se llevé a masa constante a 105

°C.

3.11 Técnicas e instrumentos para recoleccion de informacion

La recoleccion de informacion se llevd a cabo mediante la elaboracién de
diferentes formatos para registrar los datos obtenidos en cada una de las etapas de
la investigacion, los cuales fueron digitalizados semanalmente utilizando la
herramienta de Excel. Asimismo, se mantuvo una bitacora semanal con
observaciones de aspectos relevantes de cada periodo de fermentacion, utilizando la
herramienta Word.

Segun las observaciones encontradas, se documento fotograficamente el
crecimiento de la biomasa y cualquier otro aspecto que se considerara pertinente y
que podria apoyar el analisis de resultados posteriormente. Ademas, es importante

mencionar que todos los documentos se gestionaron en un Drive compartido.
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3.12 Técnicas de analisis de la informacion

Los datos obtenidos de las pruebas fisicoquimicas y proximal se colocaron en
hojas de Excel, en donde se mantuvo registro de todos los valores. La informacion se
representa en forma de graficos y tablas para simplificar su interpretacién. Una vez
que se obtuvieron todos los resultados, se realizo el analisis estadistico de varianza
de dos vias (ANDEVA) para los valores de pH, solidos solubles, temperatura, tasa de
crecimiento y para todos los parametros del analisis proximal.

Al obtener el efecto principal del tiempo de fermentacién para cada parametro
fisicoquimico, se determinoé si existe una diferencia significativa y, por consiguiente,
se prosiguio con la ejecucion de las pruebas Tukey HSD (post-hoc) para determinar
en cuales pares de tiempo es que se obtuvieron las diferencias. Para el efecto de la
concentracion del sustrato sobre la tasa de crecimiento y los solidos solubles, se
calcularon unicamente las medias para determinar en cual porcentaje de azucar se
obtiene la mayor diferencia.

Los resultados de proteina se sometieron a una comparacion entre las medias
después del ANDEVA. Ademas, se ejecutd un calculo de relacidon entre el contenido
de proteina y la tasa de crecimiento mediante un grafico de dispersion y un analisis
de correlacion. Todos estos analisis fueron realizados utilizando el software R y la

interfaz RStudio.
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4.1 Resultados y analisis objetivo N.° 1

Para poder establecer las condiciones de la fermentacion, asi como el
protocolo de obtencién y mantenimiento de las muestras antes de su analisis, se

realizaron tres pruebas preliminares.

4.1.1 Prueba preliminar N.° 1

Para esta prueba, se trabajé con una concentracion de sustrato de 7,0 % de
azucar, en 3,0 L de medio de cultivo liquido. Los resultados de la primera prueba
realizada entre septiembre y octubre 2024 no fueron aptos para el proyecto, dado que
las muestras se tuvieron que desechar por crecimiento evidente de hongos
filamentosos y otros microorganismos, debido a la exposicion a un ambiente
contaminado (ver figura 4). Ademas de la contaminacion visible, los medios de cultivo
liquido se tornaron viscosos y con olor anormal, no caracteristico del olor acido de la
kombucha.

Con respecto a lo anterior, Ojo y de Smidt (2023) mencionan que la kombucha
presenta un alto riesgo de contaminacion con microorganismos no deseados al inicio
de la fermentacion, por lo que la composicién microbioldgica inicial desempefia un
papel fundamental. La presencia de contaminantes en las primeras etapas de la
fermentacidon puede interferir con la interaccién natural entre los microorganismos
deseados, y, como mencionan Jarrell et al. (2022), condiciones de fermentacion
inadecuadas pueden generar el peligro de contaminar el medio con mohos que se

encuentren en el aire y microorganismos presentes en el ambiente.
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Figura 4
Evidencia visual de la contaminacién microbiana durante la fermentacién preliminar 1

(muestras desechadas): A = vista del frasco control contaminado; B = detalle de la

contaminacion superficial con hongos filamentosos

Nota: Elaboracién propia, 2024.

La principal dificultad fue la falta de un lugar apto para poder llevar a cabo las
fermentaciones, ya que, al estar cerca de los corrales de ganado y los cuartos de
diseccién, ademas de no contar con infraestructura que permita mantener un
ambiente controlado dentro del cuarto, el sitio brindado para trabajar no cumplio las
condiciones minimas necesarias para llevar a cabo fermentaciones aerobias
controladas de forma inocua. Pese a que se realizaron varias jornadas de limpieza y
desinfeccion del area, los resultados obtenidos fueron los mismos. Por lo tanto, se

procedié a buscar otro espacio en la sede que permitiera desarrollar el proyecto.
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4.1.2 Prueba preliminar N.° 2

Gracias a que se asignd un espacio controlado y con acceso mas restringido
dentro del laboratorio 108 de la Universidad Técnica Nacional, sede Atenas, se pudo
completar un nuevo ciclo de fermentacion controlada de 28 dias entre los meses de
octubre y noviembre de 2024. Los parametros fisicoquimicos que se midieron para
monitorear el avance de la fermentacion fueron el pH, la temperatura y el contenido
de sélidos solubles del medio de cultivo liquido. Ademas, se calcul6 la tasa de
crecimiento del cultivo simbiotico de bacterias y levaduras (SCOBY), medida como el
porcentaje de aumento de masa en el tiempo.

Esta segunda prueba permitié establecer cuatro tiempos de fermentacion (7,
14, 21 y 28 dias), dos concentraciones de sustrato (concentracion A = 7,0 % m/v de
azucar; concentraciéon B = 10,5 % m/v de azucar), asi como la cantidad de frascos
biofermentadores necesarios para correr las pruebas definitivas. Las muestras de
biomasa microbiana obtenidas para cada tiempo se mantuvieron en refrigeracion.

Se enviaron al laboratorio muestras de la biomasa generada a los 14 y 21 dias,
para ambas concentraciones de azucar, con el fin de realizar ensayos de composicion
quimica que permitieran conocer preliminarmente el contenido de proteina (el informe
de resultados obtenidos se encuentra en el apéndice 1). Se puede observar que para
el dia 14, la biomasa generada en el sustrato de mayor concentracion (B=10,5 % de
azucar) reporta un mayor contenido de proteina que la concentracion 7 % (0,202 +
0,020 g/100g en comparacién con 0,177 + 0,017 g/100g). Sin embargo, para el dia
21, los resultados fueron inversos (0,222 + 0,021 g/100g) para la concentracion 7 %
y (0,169 + 0,016 g/100q) para la concentracién 10,5 %.

Para poder comparar estos resultados con los reportados en la literatura, los

valores de contenido de proteina se pasaron a base seca. Como se muestra en la
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tabla 1, estudios previos reportan contenidos de proteina cruda diversos, los cuales
varian dependiendo de diferentes factores. Jayabalan et al. (2010) destacan un rango
de 18-21 g/100g entre los dias 14 y 21. Comparando con este estudio, los datos
obtenidos en la prueba preliminar reflejan contenidos mas bajos (2,57 g/100 para el
dia 14 y 3,22 g/100g base seca para el dia 21). Sin embargo, Ahmed y Dirar (2005)
destacan contenidos de 4,8 g/100g en 30 dias de fermentacion, lo cual se asemeja
mas a los datos obtenidos.

A pesar de esta semejanza, se decidio profundizar en la revision bibliografica
con el fin de comprender mejor las razones del bajo contenido de proteina obtenido
en las muestras de la segunda corrida. Se logro identificar que el mantenimiento
refrigerado de las muestras podria estar provocando la degradacion de proteina, lo
cual se puede deber a que a bajas temperaturas la actividad microbiana y enzimatica
se ralentizan, pero no se detienen completamente.

Con respecto a lo anterior, Warner et al. (2005), citados por Zou et al. (2020),
mencionan que, al almacenar productos en refrigeracién, se pueden presentar
cambios estructurales en las proteinas y en su oxidacion. Ademas, Zou et al. (2020)
afirmaron que, tras realizar su estudio, en el cual almacenaron carne de cerdo tres
dias en refrigeracion a una temperatura de 4 °C, se determin6é una degradacion
significativa de la proteina presente en la carne.

Las bacterias y levaduras que forman la comunidad simbiética del SCOBY
varian en funcion de su origen; sin embargo, los géneros mayormente identificados
corresponden a bacterias del acido acético (Acetobacter, Gluconobacter,
Gluconacetobacter, Komagataibacter), bacterias acido-lacticas (Lactobacillus,
Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus) y levaduras (Brettanomyces, Candida,

Saccharomyces, Zygosaccharomyces) (Daniel et al., 2008; Igen et al., 2023).
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El crecimiento de estos microorganismos no se detiene en refrigeracion v,
aunque las bajas temperaturas reducen su metabolismo, se continuan produciendo
cambios que pueden afectar la composicion de las muestras. Por ejemplo, segun
diversos estudios, el SCOBY se caracteriza por contener diversas enzimas como las
proteasas, las cuales se encargan de degradar proteinas, por lo que el mantener las
muestras a temperaturas entre 0 - 5 °C podria ocasionar que estas se degraden
(Antolak et al., 2021).

También, el alto contenido de humedad de las muestras (superior al 90,7 %)
podria estar afectando la sensibilidad del método de analisis (Artavia, comunicacion
personal, 27 de enero de 2025). Algunos autores aseguran que un contenido de
humedad alto puede provocar una dilucién en la concentracion inicial de proteinas
(H6gg y Rauh, 2023).

Por tanto, para reducir al maximo la actividad metabdlica, se considerd que era
necesario mantener las muestras congeladas hasta su analisis (T < 20 °C). Ademas,
aplicar una operacion unitaria como la liofilizacion como parte del tratamiento previo
de las muestras, podria contribuir a mantener su integridad (Pérez, comunicacion
personal, 21 de febrero de 2025).

Para la tercera prueba preliminar se considerd entonces el uso de liofilizacidn
en posteriores analisis, debido a que es un método de deshidratacion suave que se
ha utilizado para preservar los cultivos bacterianos y microbianos (Ramakrishnan,
2022). Ademas, extrae de manera segura la humedad de productos sensibles como
ocurre con la mayoria de los productos de origen biolégico, facilitando el

almacenamiento a largo plazo (Karunnanithy et al., 2024).



101

4.1.3 Prueba preliminar N.° 3

Esta tercera corrida se realizé en el mes de marzo del 2025 y permitié confirmar
las condiciones de fermentacion con el objetivo de obtener suficiente biomasa para
liofilizar las muestras y realizar los analisis. Se mando a analizar una muestra del dia
21, con una concentracién de azucar del 7,0 % (el informe de resultados se encuentra
en el apéndice 2), y el contenido de proteina en base seca de la muestra liofilizada
fue de 1,522 g/100 g, lo cual no evidencia una mejora en el contenido de proteina.

Este resultado se puede explicar porque, aunque la liofilizacion puede ser un
meétodo ideal para preservar proteinas en estado seco, en ocasiones puede afectar
su integridad, debido a que el proceso de secado puede ejercer presion y provocar
alteraciones conformacionales irreversibles en su estructura, lo que resulta en la
inactivaciéon de las funciones de la proteina. Asimismo, los factores estresantes
pueden afectar la agregacion de proteinas, la fragmentacién y pérdida de actividad
(Karunnanithy et al., 2024). Por lo anterior, se decidié continuar trabajando con la
muestra fresca mantenida en congelacion.

Se establecidé entonces el protocolo final para las fermentaciones aerobias
controladas de las pruebas definitivas, manteniendo las condiciones establecidas en
la prueba preliminar 2: cuatro tiempos de fermentacion (7, 14, 21 y 28 dias) y dos
concentraciones de azucar (concentracion de azucar A = 7,0 % m/v, y concentracion
de azucar B = 10,5 % m/v), asi como para el mantenimiento de la muestra congelada

hasta su analisis.

4.2 Resultados y analisis de los objetivos N.°2 y N.° 3

En esta seccion, se describen y analizan los resultados obtenidos para los

objetivos N.° 2 y N.° 3. Se decidié reportarlos en una misma seccion dado que ambos
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factores, tiempo de fermentacion y concentracién de azucar en el sustrato, se
estudiaron simultaneamente para cada corrida de fermentacion. Mas adelante,
cuando se hace el analisis estadistico, se establecen, para cada parametro, las
relaciones asociadas a ambos factores.

Se realizaron tres corridas definitivas de fermentacidon controlada,

independientes entre si, entre los meses de marzo y mayo del 2025.

4.2.1 Seguimiento del avance de la fermentacion

Para estudiar el avance de la fermentacion, en cada corrida se monitorearon
los parametros fisicoquimicos de pH, contenido de sdélidos solubles y temperatura.
Estas mediciones se realizaron en el medio de cultivo liquido. A continuacion, se

describe el comportamiento de cada uno de los parametros.

4.2.1.1 Comportamiento del pH en el medio de cultivo liquido. El monitoreo
del pH en el medio de cultivo liquido evidenci6 que este disminuye conforme avanza
el tiempo de fermentacion. En la figura 5, se puede observar el comportamiento

promedio del pH para las tres corridas realizadas.
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Figura 5
Comportamiento promedio del pH del medio de cultivo liquido en funcién del tiempo

de fermentacioén para las dos concentraciones de aztcar

Corrida 1
55
45
X
o
35
e ———————————
25 . . . , ,
Dia 0 Dia7 Dis 14 Dia 21 Dia 28
e A 48 36 35 34 33
—B1 47 36 35 33 33
Corrida 2
45
X 35
25 - = ; = =
Dis 0 Dia7 Dis 14 Dia 21 Dia 28
— A1 44 37 36 35 28
— B1 4.4 3.7 35 34 27
Corrida 3
45
L 35
25 . . . . .
Dis 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dis 28
— A1 41 32 3,0 28 28
—B1 4.1 31 3.0 28 28

Nota: A =7,0 % azucar; B =10,5 % azucar.
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Con respecto al pH, el comportamiento observado es consecuente con lo que
sucede durante la fermentacion aerobia, en donde el azucar se transforma en alcohol
y, posteriormente, este se transforma en acido acético. En términos especificos, el
azucar (sacarosa) adicionado en el medio se hidroliza en glucosa y fructosa, por la
enzima invertasa producida por ciertas levaduras presentes en el SCOBY. Estos
azucares simples son utilizados como fuente de carbono por los microorganismos.

Después, algunas levaduras utilizan mayoritariamente la fructosa para producir
etanol y didxido de carbono por medio de una glucdlisis (Greenwalt et al., 2000; Kallel
et al., 2012; Jayabalan et al., 2014). El etanol es oxidado en acetaldehido por
bacterias del acido acético (AAB) contenidas en el SCOBY. Después, este compuesto
es transformado en acido acético. Al mismo tiempo, las Acetobacterias utilizan parte
de la glucosa para producir otros acidos organicos, como el glucénico, lo cual provoca
que la acidez del medio aumente y, a su vez, que el pH disminuya. Esto se ve
ejemplificado en la figura 5, en donde el pH promedio de ambas concentraciones
disminuye durante el proceso fermentativo.

En el dia cero, el pH promedio de los medios de cultivo es similar para ambas
concentraciones de azucar. Al pasar los primeros 7 dias de fermentacion, el pH
disminuye practicamente igual para ambas concentraciones de azucar (3,5 £ 0,3 para
7,0 % azucar; 3,5 £+ 0,4 para 10,5 % de azucar). Lo anterior se asemeja a lo
investigado por Vohra et al. (2019), quienes destacan en su articulo que, utilizando
un medio de cultivo compuesto de té negro y azucar blanca, el pH disminuye de 5,86
eneldia0a3,56eneldia?.

De forma similar, Amarasinghe et al. (2018) mencionan que en la primera
semana de fermentacién el pH disminuye de 5,6 a 3,6, obteniendo resultados

semejantes a los expuestos en esta investigacion. Con este valor, se puede decir que
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la kombucha no se encontraba contaminada, ya que Nummer (2013) asegura que si
el pH en 7 dias no disminuye hasta 4,6 o menos se considera que la muestra esta
contaminada.

Tomando de referencia el trabajo de Vohra et al. (2019), se puede decir que en
el dia 14 las muestras no sufren mayor cambio, ya que estos autores exponen una
disminucién de pH de 3,56 (dia 7) a 3,36 (dia 14). En la presente investigacion, se
alcanza un pH de 3,4 + 0,3 en la concentracion de 7,0 % y de 3,3 £ 0,3 en la
concentracion de 10,5 %. En otro estudio, Amarasinghe et al. (2018) aseguran que
las muestras en las semanas 2 y 3 no presentan disminuciones significativas.
Ademas, se muestra en el estudio de Zhao et al. (2018) que en el dia 14 el pH tiene
un valor de 3,74, ligeramente mayor al obtenido para ambas concentraciones de
azucar.

Algo similar sucede entre las semanas 3 y 4, en donde se obtiene una
disminucién para la concentracion menorde 3,2+ 0,3a3,0£0,3yde 3,2+0,3a2,9
+ 0,3 para la mayor concentracion de azucar. Comparando con lo mencionado por
otros autores, se tiene que Vohra et al. (2019) obtienen un valor de 3,27 después de
28 dias de fermentacion.

Se realizé un analisis de varianza (ANDEVA) de dos vias (los resultados se
muestran en el apéndice 5) para identificar la relacion entre el pH, el tiempo de

fermentacion y la concentracion de azucar. Los resultados aparecen en la tabla 3.
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Tabla 3
Valores promedio de pH del medio de cultivo liquido para distintos tiempos de

fermentacion y para las concentraciones de azucar

Concentracion

) Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
azucar, % m/v

7,0 4,4+0,2a 3,5+0,3b 3,4+0,3b 3,2+0,3b 3,0+£0,3¢c

10,5 4,4+0,3a 3,50,3tb 3,3+0,3b 3,2+0,3b 2,9+0,3¢c

Nota: Letras iguales indican que no hay diferencia significativa (p>0,05) entre los

valores. Letras diferentes indican que si hay diferencia significativa (p<0,05).

El analisis estadistico reveld que no existe diferencia estadisticamente
significativa (p>0,05) entre los valores de pH en funcion de las dos concentraciones
de azucar (7 % y 10,5 %). Por lo tanto, se evidencia que la cantidad de sustrato inicial
utilizado no afecta significativamente el comportamiento del pH. Con respecto al
tiempo de fermentacion, se observa una diferencia estadisticamente significativa (p <
0,05) en los valores de pH a través del tiempo. Es decir, el pH varia significativamente
conforme avanza la fermentacion, para ambas concentraciones de azucar.

Dados los resultados, se realizdé la prueba post-hoc de Tukey HSD para
identificar diferencias mas especificas entre las medias de pH de los distintos tiempos
de fermentacion; se determin6 una disminucion significativa entre el dia 0 y los demas
tiempos (7, 14, 21, 28), presentando una disminucién drastica a partir del dia 7.

Sin embargo, al comparar los valores entre el dia 7 y 14 se evidencia que no
existe una diferencia estadisticamente significativa, con lo cual se confirma lo
mencionado por diferentes autores, quienes aseguran que en dichas semanas no se
presenta una disminucion significativa. De forma similar, se obtiene que en los dias

14 y 21 no se presenta diferencia significativa entre los valores, lo cual puede deberse
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a que el pH a partir de la primera semana disminuye a un ritmo mas lento. Finalmente,
el valor de pH alcanzado en el dia 28 si es estadisticamente significativo comparado

con los otros dias, por lo que se puede decir que la fermentacion continua.

4.2.1.2 Comportamiento de los sélidos solubles en el medio de cultivo
liquido. En el caso de los sdlidos solubles, en general, como se muestra en la figura
6, en ambas concentraciones de azucar, el contenido de solidos solubles disminuyd
conforme transcurrieron los dias de fermentacion. Es decir, se observdé una
disminucién progresiva y casi constante de los sdlidos solubles a medida que avanza

el tiempo de fermentacion.

El comportamiento de los solidos solubles es esperado porque las bacterias y
levaduras contenidas en el SCOBY consumen los azucares del medio para producir
diversos metabolitos. Segun Jayabalan et al. (2014), la sacarosa es la fuente de
carbono primaria utilizada por los microorganismos. Como se menciond
anteriormente, ciertas levaduras hidrolizan la sacarosa y por medio de glicdlisis
producen etanol. Por otro lado, las bacterias AAB utilizan la glucosa para producir
acido glucédnico y el etanol para producir acido acético. Sin embargo, la disminucion

es finita debido a que una cantidad considerable de sacarosa queda sin fermentar.
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Comportamiento de los solidos solubles en funcién del tiempo de fermentacion, para

ambas concentraciones de azuicar en el sustrato
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Nota: A =7,0 % azucar; B =10,5 % azucar.
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Como mencionan Jayabalan et al. (2014), en los primeros 7 dias de
fermentacién, se estima que un 34 % de la sacarosa contenida en el medio se
encuentra sin fermentar y en el dia 21, aproximadamente, el 19 % del azucar.
Tomando esto en consideracion se evidencia que, el contenido de sacarosa
disminuye conforme transcurre el tiempo de fermentacion, sin embargo, en el medio
liquido queda disuelta un porcentaje considerable de azucar.

El comportamiento observado se asemeja a lo obtenido por otros
investigadores, en donde el contenido de solidos solubles decrece con el pasar del
tiempo. Por ejemplo, en el trabajo de Yii et al. (2024), se evidencian unos grados Brix
de 8,8 £ 0,2 en el dia 7 y estos disminuyen a 8,2 + 0,2 en el dia 21. Comparandolos
con los resultados del presente trabajo se evidencia una clara diferencia porque los
soélidos solubles iniciales son bastante diferentes, por el hecho de que el porcentaje
de azucar adicionado difiere entre ambos estudios. A pesar de esta diferencia, se
puede observar un comportamiento similar en el caso de la concentracion de 7 %, en
donde en el dia 7 se obtiene un valor de 6,1 £ 0,1 ° Brixy en el dia 21 de 54+ 0,6 °
Brix.

Si se observan de forma independiente los datos de las tres corridas, en
algunos casos hubo un aumento puntual en el cambio de los sélidos solubles. Sin
embargo, este aumento se justifica por el hecho de que algunas de las bacterias
lacticas y acéticas producen exopolisacaridos solubles en agua; los cuales, a pesar
de ser diferentes de los azucares iniciales, pueden contribuir al aumento en el
contenido de los mismos (Hassler et al., 2024). Ademas, Ramirez et al. (2022)
aseguran que con el pasar del tiempo la produccion de polisacaridos aumenta,
llegando a su maximo en el dia 21. Por lo tanto, este aumento en los grados Brix se

pudo deber a que en la muestra se produjeron polisacaridos solubles en agua.
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Se realizé un analisis de varianza (ANDEVA) de dos vias (resultados en el
apeéndice 4) para identificar la relacion entre el contenido de soélidos solubles, el tiempo
de fermentacion y la concentracion de azucar (tablas 4 y 5). El analisis estadistico
reveld que hay diferencia significativa (p < 0,05) en el contenido de solidos solubles
para cada tiempo de fermentacion, mostrando ambas concentraciones de azucar el
mismo comportamiento.

Tabla 4
Contenido promedio de soélidos solubles en el medio de cultivo liquido para los
distintos tiempos de fermentacion y para una concentracion inicial de 7,0 % de azucar

en el sustrato

. Solidos
Tiempo de o
.. solubles,
fermentacion .
Brix
Dia0 6,5+0,3a
Dia7 6,1+0,1a
Dia 14 59+0,1a
Dia 21 54+0,6b
Dia 28 48+0,5¢c

Nota: Letras diferentes indican que si hay diferencia significativa (p<0,05) entre los

valores de solidos solubles reportados.
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Tabla 5
Contenido promedio de sdlidos solubles en el medio de cultivo liquido para los
distintos tiempos de fermentacion y para una concentracion inicial de 10,5 % de

azucar en el sustrato

. Solidos
Tiempo de o
.. solubles,
fermentacion .
Brix
Dia 0 9,1+0,2a
Dia7 8,9+0,2a
Dia 14 8,8%x0,1a
Dia 21 8,1+t0,4b
Dia 28 7,8+x18c

Nota: Letras diferentes indican que si hay diferencia significativa (p<0,05) entre los
valores de solidos solubles reportados.

Como era de esperar, por el mayor contenido de azucar afiadido al medio de
cultivo, las diferencias de contenido de solidos solubles son significativas al comparar
los resultados para ambas concentraciones de azucar, es decir, el contenido de
solidos solubles es significativamente mayor en la concentracion de sustrato de 10,5
%; sin embargo, con respecto al comportamiento mostrado en el descenso de este
parametro fisicoquimico, el efecto del tiempo de fermentacion en los sélidos solubles

no depende de la concentracién inicial de azucar en el sustrato.
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4.2.1.3 Comportamiento de la temperatura del medio de cultivo liquido.
Debido a que los microorganismos tienen rangos de temperatura optima para su
crecimiento, la temperatura del medio de cultivo es otro de los parametros que se
estudié durante los diversos dias de fermentacion. Los resultados obtenidos se
encuentran en la figura 7 y muestran un descenso entre el dia de inicio y el dia 7 de

la fermentacion, hasta alcanzar un equilibrio en el tiempo.

Los valores de temperatura estuvieron dentro del rango de 20 a 32 ° C
reportado por distintos autores para la elaboracion de la kombucha (Jayabalan et al.,
2014; Wang et al. 2022; Nyhan et al., 2022; Cultures for Health, 2023). Las
temperaturas del control inicial (dia 0), no se ven afectadas por la actividad
fermentativa, ya que, se relacionan con la preparacion del medio, por lo que el
comportamiento observado permite afirmar que, con el transcurrir del tiempo, la
temperatura del medio de cultivo se equilibré con la temperatura ambiente del lugar
en donde se realizo6 el estudio.

Esto se debe a que la temperatura es una variable independiente del proceso
de fermentacion, ya que los procesos metabdlicos de conversién de azucar en acido
aceético realizados por el SCOBY no producen reacciones exotérmicas que afecten la

temperatura del medio de cultivo.



113
Figura 7

Comportamiento de la temperatura del medio de cultivo liquido a lo largo del tiempo

de fermentacion para ambas concentraciones de azucar

Corrida 1

35,00
e
< 30,00
3
o
3
g 25,00
= ———

2000 Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28

— A 30,50 23,63 23,40 22,37 23,87

e B 30,10 23,53 23,53 22,77 24,07

Corrida 2

35,0
o
< 300
E
o
2 -
£ 250
Q
[ -

20,0 Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia28
— A1 31,1 257 237 25,1 25,8
e B 31,2 25,8 22,9 253 257

Corrida 3
35.0
1
< 30,0
E
[+
g w
25.0
5

20,0 Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
e A1 29.0 257 25,2 28.4 27,0
e B 257 252 249 27.0 28,5

Nota: A =7,0 % azucar; B =10,5 % azucar.
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Segun lo evidencio el ANDEVA (apéndice 5), el comportamiento de la
temperatura no se ve influenciado por la concentracion inicial de azucar en el sustrato,
pero el tiempo de fermentacion si influye en el comportamiento de este parametro.

Luego de realizar la prueba de Tukey HSD, se concluyé que la media de
temperatura del dia O es significativamente diferente con respecto a las medias del
resto de dias monitoreados, lo cual se debe a que es el dia en que se prepara la
infusion para iniciar la fermentacion. Sin embargo, a partir del dia 7, los datos no
muestran diferencias estadisticamente significativas, lo que sugiere que
efectivamente la temperatura se mantiene estable y en equilibrio con el ambiente.

En el dia 28, se observa una diferencia significativa en el comportamiento de
la temperatura con respecto al dia 14 y anteriores. Como se menciono anteriormente,
la temperatura del cultivo se equilibra con la temperatura ambiente y para este
incremento del dia 28, se tiene una causa asignable, la cual es que a partir del dia 16
se encendié por menos tiempo durante el periodo evaluado, el aire acondicionado del
laboratorio en donde se realizaron las fermentaciones. Las tablas 6 y 7 muestran los
resultados obtenidos.

Tabla 6
Comportamiento de la temperatura promedio en funcion del tiempo de fermentacion,

para la concentracion de 7,0 % de azucar en el sustrato

Tiempode Temperatura,

fermentacion °C
Dia 0 30,2+1,1 a
Dia7 25012 b
Dia 14 241+10 b
Dia21 25,1+3,0 b,c
Dia 28 256 15 ¢

Nota: Letras iguales indican que no hay diferencia significativa (p>0,05) entre los

valores. Letras diferentes indican que si hay diferencia significativa (p<0,05).
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Tabla 7
Comportamiento de la temperatura promedio en funcion del tiempo de fermentacion,

para la concentracion de 10,5 % de azucar en el sustrato

Tiempode Temperatura,

fermentacion °C
Dia 0 29,0+29 a
Dia 7 248+1,2 b
Dia 14 23,8+1,0 b
Dia 21 25,0+2,1 b,c
Dia 28 26,1+2,2 ¢

Nota: Letras iguales indican que no hay diferencia significativa (p>0,05) entre los

valores. Letras diferentes indican que si hay diferencia significativa (p<0,05).

4.2.1.4 Comportamiento del crecimiento del SCOBY a lo largo del tiempo
de fermentacién. Uno de los objetivos mas importantes del presente trabajo es
conocer la tasa de crecimiento del SCOBY (aumento de masa en el tiempo dividido
entre la masa inicial del cultivo), con el fin de evaluar en qué tiempo de fermentacion
y a que concentracién de azucar se presenta el mayor aumento de masa, para poder

relacionarlo con la composicion quimica del cultivo.

Durante el proceso de fermentacion, las bacterias del género Acetobacter,
especificamente, Acefobacter xylinum son las encargadas de la produccion del biofilm
de celulosa, el cual se considera un metabolito secundario de este proceso. Esta
bacteria forma una matriz gelatinosa que hace que el SCOBY aumente de masa y
grosor (Loor, 2022). En la figura 8, se muestra la evolucién de la tasa de crecimiento
del SCOBY, medicién relativa que considera la masa obtenida en cada tiempo,

dividida entre la masa inicial de cultivo.
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Comportamiento de la tasa de crecimiento del SCOBY en funcion del tiempo de

fermentacion, para ambas concentraciones de azucar en el sustrato

Corrida 1
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Tasa crecimiento, %

Dia0 Dia7 Dia14
—A 1 - 114,67 224,00
B 1 - 58,00 193,33

Corrida 2

400,0
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300,0
250,0
200,0
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— A 2 - 118,0 203,3
e B2 - 130,7 192,0

Corrida 3
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300,0
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Tasa crecimiento, %

Dia0 Dia7 Dial14
— A3 - 64,7 153,3
B 3 - 52,7 82,7

Nota: A =7,0 % azucar; B =10,5 % azucar.

Dia21 Dia28

224,67 388,00

164,00 280,00
Dia21 Dia28
294,0 193,3
256,7 186,0
Dia21 Dia28
372,0 299,3
242,0 114,7
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Analizando la figura 8, se observa que, a grandes rasgos, la tasa de
crecimiento aumenta conforme transcurren los dias de fermentacién. En el caso del
dia 7, se observa un promedio de crecimiento para la concentracién de 7 % de azucar
del 99,1 £ 29,88 %, mientras que, para la concentracion de 10,5 % se observa un
crecimiento menor (80,4 + 43,58 %). Comparando los resultados con la literatura, se
observa un comportamiento similar en el estudio de Jarrell et al. (2022) para el caso
de la concentracion 7 %, en donde, se determina una tasa de crecimiento de 90 % en
concentracion de azucar del 6,2 %.

En los dias 14 y 21 de fermentacion, se obtiene un comportamiento similar, en
el que el crecimiento para la concentracion de 7 % (193,6 + 36,33 % y 296,9 + 73,7
%) resulta mayor que el de la concentracion de 10,5 % (156,0 £ 63,51 % y 220,9
49,8 %). Esto se puede deber a diversos factores, entre los cuales resalta el contenido
de azucar. Chong et al. (2024) mencionan que el comportamiento de crecimiento del
SCOBY depende de la disponibilidad de nutrientes que pueden metabolizar los
microorganismos, asi como del pH inicial del medio.

El azucar es esencial para el proceso de fermentacion, el cual esta
completamente ligado con el crecimiento del SCOBY. En el estudio de Avcioglu et al.
(2021), se afirma que concentraciones de glucosa del 6 % son Optimas para la
produccion de celulosa y se observa que un incremento en la concentracién de
glucosa en el medio acarrea un decrecimiento en la produccion de este compuesto.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo descrito por Avcioglu et al.
(2021), ya que la tasa de crecimiento del SCOBY fue mayor en el sustrato con una
concentracion del 7 % de azucar. Sin embargo, esto contradice la teoria expuesta por
Bhat et al. (2012), quien afirma que la concentracion 6ptima de azucar para el

crecimiento de SCOBY se da alrededor del 12 % pero, concuerdan en que
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concentraciones de azucar mayores (14 - 16 %) reducen el crecimiento de la masa
debido al estrés osmaotico.

Otro de los factores que puede afectar es el porcentaje de té negro que, segun
Avcioglu et al. (2021) afecta directamente el crecimiento. Segun estos autores, el
porcentaje de té negro utilizado podria ser uno de los factores que afectd el
crecimiento. En su estudio encontraron que la concentracion de té negro 6ptima para
el crecimiento de la biomasa es del 1 %. Es importante mencionar que, en el presente
estudio, el porcentaje de té utilizado es de 0,44 % y aunque se encuentra dentro del
rango establecido por los autores, no es la concentracion 6ptima recomendada, lo que
podria afectar la tasa de crecimiento del SCOBY.

Otro aspecto importante por considerar corresponde a la cantidad de SCOBY
inicial utilizada para la inoculacion. Setyaningsih et al. (2025) evaluaron el uso de flor
de Jamaica y diferentes cantidades de SCOBY inicial para la fermentacion de
kombucha. Después de dos semanas, se encontré que, agregando 25 g de SCOBY,
se obtiene la mayor tasa de crecimiento (160 %).

Este valor se asemeja al obtenido en 14 dias de fermentacion para la
concentracion de 10,5 %, en donde se determina una tasa de crecimiento del 156,0 +
63,5 %. Sin embargo, difiere en el caso de la concentracion 7,0 % de azucar, en la
que al anadir 50 g iniciales de SCOBY se obtiene una tasa de crecimiento de 193,6 +
36,3 %. Por lo tanto, se puede decir que tanto el contenido de sustrato como el
SCOBY inicial agregado pueden afectar la tasa de crecimiento.

Teniendo esto en consideracion, se efectua el analisis estadistico y, segun se
muestra en las tablas 8 y 9, el ANDEVA evidencio que hay diferencia significativa (p
< 0,05) en el crecimiento de la biomasa en funcion del tiempo de fermentacion. El

analisis evidencio, ademas, que existe una diferencia significativa (p < 0,05) en la tasa



119

de crecimiento microbiano para las dos concentraciones de azucar, siendo que la
concentracion de sustrato del 7 % resulta en una tasa de crecimiento microbiano
significativamente mayor en comparacion con la concentracion de 10,5 %. También
evidencio que el efecto del tiempo de fermentacion en el crecimiento microbiano no
depende significativamente de la concentracion de sustrato (figura 9).

Tabla 8

Comportamiento de la tasa de crecimiento en funcion del tiempo de fermentacion,

para la concentracion de 7,0 % de azucar en el sustrato

Tiempo de Tasa de
fermentacion  crecimiento, %

Dia 7 99,1+299a
Dia 14 193,6 36,3 b
Dia 21 296,9+73,7c
Dia 28 257,6 £56,5¢

Nota: Letras iguales indican que no hay diferencia significativa (p>0,05) entre los

valores. Letras diferentes indican que si hay diferencia significativa (p<0,05).

Tabla 9

Comportamiento de la tasa de crecimiento en funcion del tiempo de fermentacion,

para la concentracion de 10,5 % de azucar en el sustrato

Tiempo de Tasa de
fermentacion  crecimiento, %

Dia7 80,4+456a
Dia 14 156,0 £63,5b
Dia 21 220,9+49,8¢
Dia 28 193,6 £82,9 ¢

Nota: Letras iguales indican que no hay diferencia significativa (p>0,05) entre los

valores. Letras diferentes indican que si hay diferencia significativa (p<0,05).
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En la figura 9, se muestra el grafico de interaccion del comportamiento de la
tasa de crecimiento en funcion de los distintos factores estudiados y se aprecia que
cada concentracion de azucar se comporta de manera independiente, siendo la

concentracion de un 7,0 % (m/v) la que muestra un mayor crecimiento.

Figura 9
Interaccion entre el tiempo de fermentacion y concentracion de azucar en funcion de

la tasa de crecimiento

300

200 1
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+ Concentracion de azucar, % (m/v):
70 _*
10,5

Tasa de crecimiento (%/dia)

0 7 14 21 28

Tiempo de fermentacion, dias

Al aplicar el analisis de comparacién de medias de Tukey HSD para el tiempo
de fermentacion, se observé que al dia 14 se obtiene una tasa de crecimiento
significativamente menor que en el dia 21, diferencia que no es significativa (p>0,05)
entre los dias 21 y 28. EI comportamiento observado puede deberse a que el
crecimiento llega a estabilizarse en el tiempo, alcanzando el pico de crecimiento
exponencial que le permite el suministro de nutrientes del medio de cultivo liquido.
Segun un estudio realizado por Nguyen et al. (2025), el crecimiento en el dia 7 (27,3

g/L) presenta un aumento significativo (p < 0,05) hasta llegar al dia 14 (95,3 g/L), vy,
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posteriormente, en el dia 21 se mantiene estable (95,2 g/L). En el presente trabajo
esto difiere, ya que el analisis de Tukey evidencié que en el dia 14 se obtiene una
tasa de crecimiento significativamente menor que en el dia 21.

En el estudio de Majumder et al. (2021), se analizo el ritmo de crecimiento del
SCOBY en diferentes condiciones y se evidencié una fase inicial de latencia de
aproximadamente 3 dias, seguida de una fase de crecimiento exponencial que llega
hasta el dia 6. Finalmente, los microorganismos entran a una fase estacionaria entre
los dias 6 y 8, hasta llegar a la fase de muerte a partir del dia 10. Tomando esto como
base, se puede decir que en la presente investigacion la duracion de las fases de
crecimiento difiere, pues el SCOBY continud desarrollandose hasta el dia 21y, a partir
de ahi, podria empezar a manifestarse la fase estacionaria en la que los nutrientes se
estan agotando. En consecuencia, en el dia 28 no se presenta gran diferencia en el

crecimiento.

4.2.2 Composicion quimica del SCOBY. Uno de los antecedentes que motivd
la realizacion de la presente investigacion fue el reporte previo de contenidos de
proteina significativos en cultivos simbioticos de bacterias y levaduras utilizados en la
produccion de diferentes tipos de kombucha. En las tablas 10 y 11, se muestran los
resultados promedio obtenidos para la composicion quimica proximal del SCOBY en

estudio.
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Tabla 10
Composicion quimica promedio del SCOBY (g/100 g) en funcion del tiempo de

fermentacion, para la concentracion de 7,0 % de azucar en el sustrato

Parametro (g/100g) Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Humedad 93,03 +0,22 93,60 £ 0,24 94,15+ 0,81 9448 + 0,47
Cenizas 0,05+0,00 0,05+0,00 0,05+0,00 0,05+0,00
Grasa total 0,02 +0,02 0,02+ 0,01 0,03+0,03 0,02+ 0,01
Proteina 0,16 £ 0,02 0,15+0,04 0,15+0,03 0,15+0,01
Carbohidratos totales 6,74 +021 6,17 £ 0,22 562+0,84 531+£048
Fibra dietética soluble 1,67 +0,08 1,93 +0,04 222+0,14 242+0,13

Fibra dietética insoluble 3264+048 2519+0,69 3242+023 42,79+0,82

Notas: (1) Elaboracion propia con base en el informe de resultados (apéndice 5).

(2) Los valores reportados corresponden al promedio, n = 3.

Tabla 11

Composicion quimica promedio del SCOBY (g/100 g) en funcion del tiempo de

fermentacion, para la concentracion de 10,5 % de azucar en el sustrato

Parametro (g/100g) Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Humedad 91,28 +1,83 90,75+ 0,61 91,68 + 1,04 91,71+0,32
Cenizas 0,02 +£0,02 0,04 +0,01 0,05+0,01 0,04 +0,01
Grasa total 0,01+0,01 0,01 +0,01 0,01 +0,01 0,01 0,01
Proteina 0,17 £ 0,01 0,18 +£0,02 0,17 £ 0,03 0,16 £ 0,01
Carbohidratos totales 8,51+182 9,02+063 8,10 £ 1,06 8,08 £0,30
Fibra dietética soluble 2,04 £0,07 1,66 +0,05 2,04 +£0,02 2,01+0,01

Fibra dietética insoluble 2178 +0,10 19,75+0,15 20,00+ 0,29 2212+0,22

Notas: (1) Elaboracion propia con base en el informe de resultados (apéndice 5).

(2) Los valores reportados corresponden al promedio, n = 3.
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Como se puede apreciar, el componente mayoritario del SCOBY es la
humedad, seguido de los carbohidratos totales. El contenido de grasa y de cenizas
es practicamente despreciable, ya que se encuentra en el orden del segundo decimal.

Con respecto a la proteina, se encuentra en un rango relativamente bajo.

A continuacion, se discuten los resultados de cada parametro por separado.

4.2.2.1 Contenido de humedad. Como se aprecia en la figura 10, los
resultados obtenidos muestran que, para ambas concentraciones de azucar en el

sustrato, la humedad del SCOBY aumenta conforme avanza el tiempo de

fermentacion.

Figura 10

Comportamiento del contenido de humedad en funcion del tiempo de fermentacion,

para las dos concentraciones de azucar en el sustrato
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Notas: (1) A=7,0 % azucar; B = 10,5 % azucar. (2) Letras iguales indican que no hay

diferencia significativa (p>0,05) entre los valores. Letras diferentes indican que si hay

diferencia significativa (p=<0,05).
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Como resultado del ANDEVA de dos vias, se obtuvo que la humedad no se ve
afectada significativamente por el tiempo de fermentacién (p>0,05), pero si por la
concentracion de azucar en el sustrato. La media de humedad para la concentracion
de 7,0 % es de 93,8 + 0,71, significativamente mayor (p<0,05) que la media 91,4 +
1,03 reportada para la concentracion de 10,5 %. Estos resultados se acercan a los
reportados por das Chagas et al. (2024), quienes reportaron un contenido de
humedad de 94,02 + 0,08 g/100 g, en SCOBY obtenido por fermentacion de té negro
con azucar al 10 %, debido a la presencia de microorganismos ricos en agua

(levaduras y bacterias).

Asimismo, Wang et al. (2023a) reportaron que la celulosa bacteriana producida
por el SCOBY tiene alta capacidad de retencion de agua, lo que se traduce a un
contenido de humedad de 94,68 + 0,05 % tras 14 dias de fermentacion, lo cual es
mayor que los datos obtenidos para el mismo dia en ambas concentraciones de

azucar.

El dato descrito por el autor anterior se relaciona con los resultados obtenidos
en los dias 21 y 28 para la concentracién del 7 %, debido a que, a medida que avanza
la fermentacion, se incrementa la formacion y el desarrollo de la celulosa bacteriana;
sus propiedades fisicoquimicas, como la alta capacidad de absorcion de agua, la
permeabilidad, la alta resistencia a la traccidon, la estructura cristalina y la

biocompatibilidad favorecen la retencion de humedad (El - Gendi et al., 2022).

El contenido de humedad puede afectar significativamente las propiedades
fisicas y funcionales del SCOBY, como la fluidez, la cohesion y la compresibilidad. Un
exceso de humedad podria comprometer la estabilidad, favoreciendo el deterioro o la

pudricion del material (Tirado et al., 2015).
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Dado el alto contenido de humedad del SCOBY vy, para facilitar la discusion y
comparacion con estudios previos, se decidid reportar el contenido de los demas

nutrientes en base seca.

4.2.2.2 Contenido de ceniza. Con respecto al contenido de cenizas, como se
aprecia en la figura 11, en general, para ambas concentraciones de azucar, los
resultados muestran una tendencia creciente conforme avanza el tiempo de
fermentacion. El resultado observado en el dia 7 para la concentracion de 7 % resulta
mayor que el reportado por das Chagas et al. (2024) a 0 dias de fermentacion. Esto
concuerda con el estudio de Jayabalan et al. (2010), quienes afirman que, conforme

transcurre la fermentacion, aumenta la composicién quimica del cultivo.

Para la concentracion 10,5 % se obtiene un porcentaje menor en comparacion
con ambos estudios y al transcurrir los dias se observa una fluctuacion entre los
valores, ejemplificando un comportamiento no lineal. Mientras que, en la
concentracion 7 %, si hay aumento progresivo del contenido hasta llegar al final con
un 0,86 + 0,28 g/100g. Estos valores son menores que el valor de Ahmed y Dirar
(2005), quienes obtienen 1,5 g/100g en 30 dias de fermentacién, lo cual podria

deberse al menor tiempo de fermentacion.

Sin embargo, Murugesan et al. (2005) determinan un contenido de 2,64 + 0,04
g/100g en 0 dias de fermentacion y es mayor que los valores obtenidos en este
estudio. Por ello, se confirma que existen otros factores que pueden afectar la
composicidn; la composicion quimica del cultivo simbidtico de bacterias y levaduras
puede verse afectada por factores como el sustrato utilizado, el origen de los
microorganismos Yy el periodo entre la toma de las muestras y el analisis efectuado

(Jayabalan et al., 2010; das Chagas et al., 2024).
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Figura 11

Comportamiento del contenido de cenizas (base seca) en funcion del tiempo de

fermentacion, para las dos concentraciones de azucar en el sustrato
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Notas: (1) A=7,0 % azucar; B = 10,5 % azucar. (2) Letras iguales indican que no hay

diferencia significativa (p>0,05) entre los valores. Letras diferentes indican que si hay

diferencia significativa (p=<0,05).

Al comparar las metodologias de diferentes investigaciones, se determina que
la principal diferencia entre los valores puede ser atribuida al origen y tipos de
microorganismos que conforman el SCOBY, ya que los otros factores (azucar, te,
entre otros) son similares entre si. Finalmente, con el ANDEVA se concluye que no
hay una diferencia estadisticamente significativa (p>0,05) en el contenido de ceniza
en base seca a lo largo de los cuatro tiempos de fermentacion (7, 14, 21, 28 dias).
Con respecto a la concentraciéon de azucar, se determina que si existe diferencia
significativa (p<0,05). Esto confirma que, en la menor concentracion de azucar, se

obtiene un contenido de cenizas significativamente mayor.
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4.2.2.3 Contenido de grasa total. Segun los resultados obtenidos en la figura
12, el contenido de grasa presente en el SCOBY es practicamente despreciable. Esto
puede deberse a que, como se destaco en secciones anteriores, los microorganismos
presentes utilizan como fuente principal de carbono el azucar, el cual convierten en
etanol y, posteriormente, en acidos organicos. Ademas, las bacterias de los géneros
Komagataeibacter y Gluconacetobacter se encargan de producir la celulosa a partir
de la glucosa, etanol, sacarosa o glicerol, dando como resultado una biopelicula de

polisacaridos (Villarreal et al., 2018).

Teniendo esto en consideracion, se observa que las bacterias y levaduras no
requieren ningun tipo de fuente ni reserva de grasa para sus metabolismos. Por tal
motivo, es esperable que el contenido de este macronutriente sea bajo en esta matriz.
Muchos estudios demuestran comportamientos similares en la bebida como tal Azizan
et al. (2025) destacan un contenido de grasa completamente despreciable, en el que
el valor no llega ni al tercer decimal (0,00 + 0,000 g/100g). En la biomasa como tal,
das Chagas et al. (2024) destacan un contenido de lipidos de apenas 0,29 g/100g a

0 dias de fermentacion.
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Figura 12
Comportamiento del contenido de grasa (base seca) en funcion del tiempo de

fermentacion, para las dos concentraciones de azucar en el sustrato
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Notas: (1) A=7,0 % azucar; B = 10,5 % azucar. (2) Letras iguales indican que no hay

diferencia significativa (p>0,05) entre los valores. Letras diferentes indican que si hay

diferencia significativa (p=<0,05).

En la figura 12, se determina un comportamiento similar a lo obtenido por das
Chagas et al. (2024), en donde se obtiene para la concentracion de 7 % un 0,34 +
0,23 g/100g en los primeros 7 dias de fermentacion. No obstante, el valor para la
concentracion 10,5 % resulta considerablemente menor (0,08 + 0,08 g/100g), lo cual

puede deberse a los factores expuestos en la seccidén de cenizas.

Para el dia 21, en la concentracion menor de azucar, se obtiene el mayor
contenido de grasa (0,55 £ 0,52 g/100g). Comparando con Jayabalan et al. (2010), se
observa que el contenido es menor (5,4 £ 0,61 g/100g), observando nuevamente que
el origen del SCOBY puede ser el principal causante de estas diferencias. Al efectuar
el analisis estadistico, se determina que no existe diferencia significativa (p>0,05) en

el contenido de grasa en base seca a lo largo de los cuatro tiempos de fermentacion
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(7, 14, 21, 28). En cuanto a la influencia de la concentracion de azucar, se confirma
que si existe diferencia significativa (p<0,05), en donde se obtiene un contenido

significativamente mayor de grasa en base seca en la concentracion menor de azucar.

4.2.2.4 Contenido de proteina. El comportamiento del contenido de proteina
en base seca (expresado como N x 6,25) en el tiempo se presenta en la figura 13. Se
observa que para la concentracion de 7,0 % de azucar, el contenido promedio de
proteina aumenta conforme transcurren los dias de fermentacién. Por otra parte, para
el sustrato con mayor concentracion de azucar (10,5 %) se observa un
comportamiento no lineal (coeficiente de determinacion -R?- de 0,1219), ya que se
muestra una disminucion entre los dias 7 y 14, un aumento entre 14 y 21 vy,
nuevamente, una disminucion en el dia 28. En general, los resultados obtenidos son
menores que los reportados previamente por otros autores (Ahmed y Dirar, 2005;

Murugesan et al., 2005; Jayabalan et al., 2010; das Chagas et al., 2024).

En el estudio de das Chagas et al. (2024), se destaca que el contenido de este
macronutriente puede variar en este tipo de muestras debido a diversos factores, por
ejemplo: el sustrato utilizado en la fermentacién, tipos de microorganismos que
conforman el SCOBY vy el periodo que transcurre entre la formacién de la celulosa y

el analisis de esta.
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Figura 13
Comportamiento del contenido de proteina (base seca) en funcion del tiempo de

fermentacion, para las dos concentraciones de azucar en el sustrato
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diferencia significativa (p>0,05) entre los valores. Letras diferentes indican que si hay

diferencia significativa (p=<0,05).

El contenido promedio en el dia 7 de fermentacién es de 2,25 + 0,18 g/100 g
para la concentracion de 7 % y 2,03 + 0,33 g/100 g para la concentracion de 10,5 %.
Jayabalan et al. (2010) determinan un contenido de proteina mayor en 7 dias de
fermentacion (12,15 + 1,15 g/100 g) utilizando sacarosa al 10 %. Estas diferencias
pueden deberse a los tipos de microorganismos que conforman el SCOBY, debido a
que su microflora varia dependiendo de donde se origina el cultivo (Jayabalan et al.,

2010; das Chagas et al., 2024).

Para el dia 14, el contenido en la concentracion de 7,0 % aumenta a 2,28 *

0,47 g/100 g, comportamiento semejante al del estudio de Jayabalan et al. (2010), en



131

donde para el dia 14 el contenido en la muestra resulta mayor (18,4 + 1,63 g/100g).
Comparando con este mismo trabajo, se observa que el resultado obtenido es menor,
pero este valor resulta mayor que la investigacion de Muhialdin et al. (2019), quienes

determinan un contenido de apenas 0,07 + 0,02 g/100 g.

Con respecto al estudio de Jayabalan et al. (2010), para el caso de la
concentracion 10,5 % se contempla una disminucién (1,96 + 0,32 g/100 g); lo cual
puede ser justificado por el hecho de que las bacterias y levaduras liberan proteinas
extracelulares conforme transcurre la fermentacion. Esto hace que aumente el
contenido de proteinas en el medio liquido, pudiendo disminuir consigo el de la

biomasa (Ahmed et al., 2020; Trevifio et al., 2020).

Una semana despues, se percibe un aumento para el caso de la concentracion
10,5 % (2,12 £ 0,55 g/100 g), lo que se puede deber a que los microorganismos estan
utilizando las proteinas que fueron liberadas en el dia 14 como fuente de nitrégeno y,
por consiguiente, disminuye el contenido en el medio liquido como en el estudio de
Trevifio et al. (2020). Para la concentracion 7,0 % se determina un ligero aumento

nuevamente (2,60 + 0,70 g/100 g).

Estas diferencias pueden deberse al tipo de azucar y la cantidad utilizada, pues
se observa en el estudio de Muhialdin et al. (2019) que el contenido de proteina varia
dependiendo de la fuente de carbono que se utilice. Asi, se observa que utilizando
melaza el contenido de proteina (0,13 + 0,04 g/100 g) es mayor que en el caso del

azucar blanca refinada (0,07 + 0,02 g/100 g).

Para el ultimo dia de fermentacion, se observa un contenido promedio de 2,73

+ 0,37 g/100 g para el caso de la concentracion 7 %, lo cual resulta mayor que el de



132

la concentracion 10,5 % (1,89 = 0,01 g/100g), en la que se vuelve a apreciar una

disminucién semejante al comportamiento del dia 14.

El analisis estadistico revel6 que no existe diferencia significativa (p>0,05) en
el contenido de proteina en base seca a lo largo del tiempo de fermentacion. Sin
embargo, al igual que con el resto de los componentes, si se tiene una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) con respecto a la concentracion de azucar. Al
realizar un analisis de interaccion, se determina que los factores tiempo y
concentracion de azucar no ejercen un efecto combinado en el comportamiento del

contenido de proteina.

Lo anterior se evidencia en la figura 14, en donde se aprecia que las lineas que
describen el comportamiento para ambas concentraciones de azucar son
independientes y casi paralelas entre si. El patrén que se observa a lo largo del tiempo
es similar para ambas concentraciones y se evidencian unas variaciones conforme
transcurren los dias, pero por si solas estas no son estadisticamente significativas

como comprobd el ANDEVA.
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Figura 14

Interaccion entre el tiempo de fermentacion y concentracion de azucar para el

contenido de proteina en el cultivo simbidtico de bacterias y levaduras (SCOBY)
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Para evaluar la viabilidad de obtener proteina microbiana a partir del SCOBY,

es importante relacionar su contenido proteico con la generacion de biomasa. Dado

que se puede afirmar estadisticamente que el contenido de este macronutriente fue

mayor cuando se utilizd una concentracion de 7,0 % de azucar en el sustrato, se

decidié realizar un analisis de correlacién para determinar si una mayor tasa de

crecimiento genera un mayor contenido proteico. Los resultados de este analisis se

muestran en la figura 15, en donde se evidencia que la relacion entre ambos

parametros muestra una tendencia positiva.
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Figura 15
Correlacion entre el contenido de proteina en base seca y la tasa de crecimiento del
SCOBY para una concentracion de sustrato de 7,0 % de azucar
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Al efectuar el analisis de correlacién de Pearson, se obtiene que la correlacion
entre las variables es positiva (r=0,836), lo que quiere decir que, conforme un
parametro aumenta, el otro también tiende a aumentar. Ademas, con el valor obtenido
se evidencia una correlacion fuerte entre las variables, lo que indica una estrecha
relacion entre ambas. Sin embargo, el ANDEVA arroja que la proteina a través del
tiempo no presenta una diferencia significativa, por lo cual, a pesar de que la tasa de
crecimiento se vea influenciada por el tiempo de fermentacion, la proteina no muestra
un cambio detectable.

Por lo tanto, se puede decir que no existe evidencia de que sea necesario
prolongar el tiempo de fermentacidn para obtener mayor porcentaje de proteina. Esto
podria indicar que los microorganismos ya han alcanzado su pico, o bien que se ha
presentado un agotamiento de nutrientes, lo que impide la sintesis de proteina por

parte del SCOBY.
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Dado lo anterior, una estrategia viable para aumentar el contenido de proteina
podria ser aumentar la cantidad de nitrogeno en el medio de cultivo. Investigaciones
recientes, como la realizada por Ye et al. (2025), sefalan que la adicion de fuentes
facilmente asimilables de nitrdgeno y carbono como la urea, soluciones amoniacales
y sulfato de amonio puede favorecer un aumento en la cantidad total de proteina
presente en la estructura celular.

Este efecto se explica, porque el nitrogeno desempeia un papel fundamental
en los procesos fermentativos, al sostener las funciones fisioldgicas y bioquimicas de
los microorganismos. Ademas, interviene directamente en la sintesis de proteinas,
aminoacidos, nucledtidos y enzimas (Ye et al., 2025).

En un estudio realizado por Peteghem et al. (2022), se concluye que en
condiciones limitadas tanto de carbono como de nitrogeno, el crecimiento,
rendimiento y contenido proteico de la biomasa generada pueden verse afectados.
Esta investigacion es pertinente, porque a pesar de que no destaca especificamente
la biomasa generada por el SCOBY, menciona que al proporcionar una fuente rica y
proporcional de nitrégeno-carbono se puede obtener un mayor crecimiento, lo cual

resulta en un mayor contenido de proteinas.



136

4.2.2.5 Contenido de carbohidratos. En la figura 16, se observa el
comportamiento del contenido de carbohidratos en base seca para ambas
concentraciones de azucar a lo largo del tiempo. Se determina que para la
concentracion de 7 % de azucar, el promedio de contenido de carbohidratos decrece
conforme avanzan los dias de fermentacion. No obstante, para la concentracién de
10,5 % de azucar se observa un comportamiento ligeramente distinto, donde decrece
el contenido de carbohidratos progresivamente para los dias 7, 14 y 21 de

fermentacion y aumenta ligeramente para el dia 28.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo descrito por diversos autores. Por
ejemplo, Ahmed y Dirar (2005) afirman que los carbohidratos representan
mayoritariamente la composicion de la matriz (SCOBY). No obstante, los resultados
de carbohidratos en base seca obtenidos para ambas concentraciones de azucar son
mayores que los reportados previamente por dichos autores en su estudio (43,2
g/100g en base seca).

Cabe destacar que esta diferencia de valores puede estar relacionada a
diversos factores, tal como se ha mencionado en los apartados anteriores. Entre ellos,
el tipo de sustratos utilizados en la fermentacion, el tipo o cepas de microorganismos
utilizados y el periodo transcurrido entre el desarrollo de la matriz y su evaluacion

proximal.
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Figura 16
Comportamiento del contenido de carbohidratos (base seca) en funcion del tiempo de

fermentacion, para las dos concentraciones de azucar en el sustrato
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diferencia significativa (p=<0,05).

Para el dia 7 de fermentacion, el contenido promedio de carbohidratos para la
concentracion A de azucar (7 %) es de 96,8 £ 0,45 g/100 g; para la misma cantidad
de dias de fermentacion, se obtuvo como resultado en promedio 97,60 + 0,51 g/100
para la concentracion B de azucar (10,5 %). Lo anterior difiere de lo presentado por
Jayabalan et al. (2010), quienes, a los 7 dias de fermentacion, reportan un contenido

de carbohidratos promedio de 6,0 £ 0,65 g/100 g.

Para el dia 14, la concentracion de 7 % de azucar reporta un contenido de 96,6

+ 0,31 g/100 g, mientras que la concentracion de 10,5 %, un contenido promedio de
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97,5 + 0,31 g/100 g de carbohidratos. Cabe destacar que Jayabalan et al. (2010), al
dia 14 de fermentacion presentan un contenido de carbohidratos promedio de 6,65 +
0,85 g/100 g. Se puede notar que tanto para el dia 7 como para el dia 14 de
fermentacidn, en ambas concentraciones de azucar, se obtienen mayores valores de
contenido de carbohidratos promedio que con respecto al estudio de Jayabalan et al.

(2010).

Para el dia 21, la concentracion A (7 %) de azucar presenté un contenido
promedio de 96,6 £ 1,35 g/100 g, mientras que la concentraciéon B (10,5 %), un
contenido promedio de 97,3 £ 0,73 g/100 g. En el estudio presentado por das Chagas
et al. (2024), el valor de carbohidratos promedio en base seca (86,51 + 0,55 g/100 Q)
resulta inferior a los obtenidos en el presente estudio. No obstante, este valor tiene
mayor similitud a los obtenidos y las diferencias se pueden deber al factor diferencial

presente en cuanto a cepas o tipos de microorganismos utilizados.

Finalmente, en el dia 28 para la concentraciéon de 7% de azucar se obtuvo un
contenido promedio de 96,1 + 0,43 g/100 g, mientras que para la concentracion de
10,5 % de azucar, un contenido promedio de 97,5 + 0,15 g/100 g. Se puede resaltar
que Ahmed y Dirar (2005), a los 30 dias de fermentacion, alcanzan un contenido de
carbohidratos promedio de 43,2 g/100 g. El valor obtenido por dichos autores resulta
menor a los expuestos en el presente estudio para una cantidad similar de dias de
fermentacion; no obstante, aun con las diferencias de resultados, dichos autores
afirman que el SCOBY es una composicion de microorganismos compuesta en gran

parte por carbohidratos.

Segun los resultados presentados, es curioso también mencionar que

Jayabalan et al. (2010) afirman que la composicion quimica del SCOBY esta



139

directamente relacionada con la cantidad de dias de fermentacion de este. Es decir,
a mayor cantidad de dias de fermentacion, aumenta su composicion quimica. A pesar
de esto, el ANDEVA indica que a lo largo del tiempo el contenido de carbohidratos en
la biomasa no presenta diferencias significativas (p>0,05); es decir, este componente

no muestra variaciones significativas conforme avanza la fermentacion.

No obstante, se determina que la concentracion de azucar si afecta
significativamente (p<0,05) el contenido de carbohidratos, donde se concluye que
para la mayor concentracion de azucar se obtiene un contenido de carbohidratos

significativamente mayor.

4.2.2.6 Contenido de fibra. En las siguientes secciones se discuten los

resultados obtenidos para fibra.

4.2.2.6.1 Fibra soluble. El comportamiento del contenido de fibra soluble en
base seca a lo largo del tiempo, para la concentracion 7,0 % de azucar y para
concentracion 10,5 %, se observa en la figura 17. En el caso de la menor
concentracion de azucar, se determina que el porcentaje tiende a incrementar
conforme avanza el proceso de fermentacién. Este comportamiento se aprecia en la

figura 17.

Tal aumento podria estar relacionado con la liberacidn de exopolisacaridos
solubles (EPS). Hassler et al. (2024) mencionan que en la kombucha se encuentran
diversos microorganismos capaces de formar EPS.

Para la concentracién 10,5 %, se muestra un comportamiento no lineal, el cual
se puede observar en la figura 17. Seguel et al. (2017) determinan que este

comportamiento puede deberse a que, a mayores concentraciones de sustrato, las
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levaduras pueden sufrir limitaciones respiratorias, generando inhibicién de la actividad
metabdlica, lo que se traduce en una fermentacion mas descontrolada.

Figura 17

Comportamiento del contenido de fibra soluble (base seca) en funcion del tiempo de

fermentacion, para las dos concentraciones de azucar en el sustrato
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Notas: (1) A=7,0 % azucar; B = 10,5 % azucar. (2) Letras iguales indican que no hay

diferencia significativa (p>0,05) entre los valores. Letras diferentes indican que si hay

diferencia significativa (p=<0,05).

Comparando ambas concentraciones de azucar con la literatura, se muestra
en el estudio de Coello y Vizniac (2021) que el contenido de lignina soluble es menor,
con un contenido de 0,0083 + 0,00024 g/100 g.

En la figura 18, se observa que existe una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05) entre el contenido de fibra soluble y al menos algunos de los

tiempos de fermentacion, es decir, que el tiempo se asocia con un efecto significativo
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sobre la cantidad de fibra soluble. De forma similar, se concluye que existe una
diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) entre el promedio de fibra soluble y
las dos concentraciones de azucar. Por ello, ambos factores (sustrato y tiempo) tienen
un efecto individual estadisticamente significativo.

Figura 18

Interaccion entre el tiempo de fermentacion y concentracion de azucar para el

contenido de fibra soluble en el cultivo simbiotico de bacterias y levaduras (SCOBY)
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Analizando el efecto de interaccion entre los factores en estudio, se determina
que si existe una interaccion estadisticamente significativa (p<0,05) entre el tiempo y
la concentracion de azucar. Como se muestra en la figura 18, el efecto del tiempo de
fermentacidn sobre la fibra soluble no es el mismo para ambas concentraciones de
sustrato. Por eso, se concluye que los efectos de estos factores no son aislados, sino

que se deben considerar en conjunto.

Segun el analisis Tukey, se determina que existe un punto de interseccidn en
el que para el dia 7, en la concentracibn mayor (10,5 %), se produce

significativamente mas fibra soluble que para la de 7 %. Este comportamiento se
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invierte para el dia 14, en el que se obtiene mayor fibra soluble para la menor
concentracion de azucar y se observa un aumento consistente a lo largo del tiempo,

obteniendo los mayores porcentajes en los dias 21 y 28.

Sin embargo, para la concentracién 10,5 % no se observa un comportamiento
lineal; se determina un decrecimiento significativo para el dia 14 y un leve aumento
para las ultimas semanas de fermentacion. Con esto, se concluye que se obtiene la
mayor cantidad de fibra soluble en el dia 28 para la concentracion 7 %, por lo que se

podria decir que estas son las mejores condiciones.
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4.2.2.6.2 Fibra insoluble. El comportamiento del contenido de fibra insoluble
en base seca a lo largo del tiempo, para la concentracion 7,0 % de azucar y para la
concentracion 10,5 %, se observa en la figura 19. Se puede observar que la
concentracion al 7 % de azucar mostré un comportamiento general de aumento a lo
largo del proceso de fermentacion, con excepcion del dia 14, donde se observé una
disminucién en todas las corridas. Por otro lado, la concentracion B presentd valores
de fibra insoluble mas bajos y con mayor variabilidad a lo largo del tiempo. Este

comportamiento para ambas concentraciones se aprecia en la figura 19.

Figura 19
Comportamiento del contenido de fibra insoluble (base seca) en funcion del tiempo

de fermentacion, para las dos concentraciones de azucar en el sustrato
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diferencia significativa (p=0,05).

Con el andlisis estadistico, se obtiene un comportamiento similar que con la

fibra soluble. Se determina que existe una diferencia estadisticamente significativa
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(p=0,05) en el contenido de fibra insoluble tanto a lo largo del tiempo como entre las
dos concentraciones de azucar. Es decir, ambos factores tienen un impacto
extremadamente fuerte sobre la cantidad de este componente.

Esta diferencia que existe en el contenido de fibra insoluble entre las dos
concentraciones de azucar, puede deberse a lo mencionado por AL-Kalifawi y
Hassan, (2014), quienes indican que una mayor concentracion de sacarosa en el
medio de cultivo representa un obstaculo para la generacion de celulosa bacteriana,
debido a que usando 7 % de sacarosa obtuvieron 35, 44 % de fibra, resultado similar
a los del presente estudio para la concentracion A, pero, al aumentar la concentracion
de azucar hasta llegar a un 19 %, los resultados de fibra decrecieron a 11,23 %.

En otro estudio, Coello y Vizniac, (2021), reportan cantidades mas bajas de
fibra insoluble a las determinadas en el presente estudio, un 18 % tras 10 dias de
fermentacidn con una concentracion de azucar de 6,25 %.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, en ambas concentraciones,
son distintos a los obtenidos por das Chagas et al. (2024), quienes reportan
porcentajes de fibra en base seca de 10,49 + 0,29. Esta variacion en los resultados
del presente estudio y el mencionado anteriormente pueden deberse a diferencias
que puedan existir en tipo y cantidad inicial de azucar y té. La composicion del cultivo
iniciador que puede mostrar diferencias en la actividad microbiana, composicion del
medio, las condiciones de fermentacion, las fuentes de carbono y nitrégeno presentes
(Mukadam et al., 2016; Guaman, 2025).

Otra posible razon por la cual el contenido de fibra puede variar entre estudios
es el recipiente en el que se realice la fermentacion, ya que esto representa una
variante para la produccion de celulosa bacteriana (CB). AL-Kalifawi y Hassan (2014)

indican que a mayor superficie, incrementa el porcentaje de CB. Un recipiente



145

redondo con la mayor superficie y la menor profundidad generé mayor contenido de
CB; por el contrario, el recipiente con menor superficie y mayor profundidad produjo
el menor contenido de CB.

Como se observa en la figura 20, si existe una interaccidn estadisticamente
significativa entre el tiempo de fermentacion y la concentracién de sustrato. Asi, se
puede concluir que el efecto del tiempo en la fibra no es o mismo para ambas
concentraciones de azucar, es decir, la forma en la que cambia este componente con

el tiempo depende de la concentracion.

Figura 20
Interaccion entre el tiempo de fermentacion y concentracion de azucar para el

contenido de fibra insoluble en el cultivo simbiotico de bacterias y levaduras (SCOBY)
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Asimismo, con el analisis Tukey se determin6 que en casi todos los tiempos de
fermentacion la concentracion 7 % produce significativamente mas fibra insoluble que
la concentracién 10,5 %, observando una diferencia bastante notable al final de la

fermentacion (dia 28). El comportamiento de la menor concentracion parece disminuir
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al inicio, pero aumenta drasticamente a lo largo del tiempo. Mientras que, para la
mayor concentracion, se muestra una tendencia mas lineal. De forma similar, para la
fibra soluble, se concluye que las mejores condiciones para mayores cantidades son
con las menores concentraciones de azucar (7 %), prolongando la fermentacion hasta

28 dias.

El elevado contenido de fibra insoluble presente en el SCOBY puede permitir
un aprovechamiento de este material. Por ejemplo, Martinez (2024), tras un amplio
estudio, sefala que los biofims creados gracias al proceso de la kombucha
representan una muy buena alternativa para su aplicacion en industrias altamente
contaminantes como la textil. Otra interesante aplicacién de la celulosa bacteriana
presente en el SCOBY es en la industria alimentaria. La CB representa una buena y
efectiva alternativa como emulsificante en mayonesa, formando emulsiones con

excelentes caracteristicas (Flores y Flores, 2024).

Por ultimo, Valdiviezo (2024) confirma que la celulosa del SCOBY cumple con
los parametros y es una buena alternativa para ser utilizada en productos

biodegradables, especificamente en papel y bioplastico para envases.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1 Conclusiones

A través de la investigacion, se concluye que es de suma importancia efectuar
los procesos fermentativos en condiciones y ambientes controlados, para asi evitar la
contaminacion de los medios.

Por otro lado, se determina que los parametros fisicoquimicos son una medida
sencilla que permite monitorear con éxito el avance de la fermentacion.

Ambos factores tuvieron un efecto diverso sobre los parametros fisicoquimicos,
donde el tiempo de fermentacién afecté el comportamiento del pH, el contenido de
soélidos solubles y la temperatura.

La tasa de crecimiento varia entre 80,4 + 45,6 % en el dia 7 a 257,6 + 56,6 %
en el dia 28. Se aprecia que cada concentracidn de azucar se comporta de manera
independiente, siendo la concentracion de un 7,0 % (m/v) la que muestra un mayor
crecimiento. Ademas, se concluye que no es pertinente continuar la fermentacion
hasta dia 28, puesto que no existe diferencia significativa entre los valores.

Por otra parte, se concluye que la biomasa generada presenta un alto

contenido de humedad, con valores superiores a 90 g/100g en ambas
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concentraciones. Esta variable se ve afectada significativamente por la concentracion
de azucar en el sustrato, pero no por el tiempo de fermentacion.

En cuanto al contenido de cenizas y grasa, se concluye que la cantidad
presente de estos componentes es despreciable.

El contenido de proteina obtenido (1,89 — 2,73 g/100 g) es menor que en otros
estudios y, a pesar de que este aumenta con el tiempo, segun el analisis estadistico
se determina que el contenido no depende ni de la cantidad de biomasa generada ni
del tiempo de fermentacion, pero si de la concentracion de azucar. Por esto, se
concluye que no existe evidencia suficiente que respalde la necesidad de extender
los periodos fermentativos.

El contenido de carbohidratos en la biomasa no presenta variaciones
significativas a lo largo del tiempo de fermentacion, por lo que, este componente no
depende del factor tiempo, pero si de la concentracion de azucar.

La mayor proporcion de fibra dietética presente en el SCOBY corresponde a
fibra insoluble. Se determina que tanto el factor de tiempo como de sustrato tienen un
efecto individual estadisticamente significativo en la produccién de fibra. Sin embargo,
estos factores no actuan de manera aislada, por lo cual se deben considerar en
conjunto.

En conclusién, si bien el contenido de proteina en todos los casos resultd
menor a 3 %, se requieren mas estudios para optimizar la produccion de este nutriente
y respaldar la viabilidad técnica del SCOBY como fuente de proteina microbiana. Sin
embargo, su elevado contenido de fibra dietética abre posibilidades para continuar
investigando su potencial, tanto nutricional como funcional, para aplicacion en

alimentos y/o suplementos.
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5.2 Recomendaciones

En trabajos futuros, seria interesante realizar un analisis microbiolégico del
SCOBY, de forma que se puede caracterizar su microbiota para relacionarla con su
composicidén quimica.

Se recomienda ejecutar fermentaciones controladas adicionando distintas
fuentes y cantidades de nitrégeno, ya sea organico y/o inorganico, de forma que se
pueda valorar el efecto que tiene este componente sobre el contenido de proteina del
SCOBY.

Asociado a lo anterior, se podria determinar la mejor relaciéon carbono-
nitrogeno para optimizar tanto el crecimiento de la biomasa como para la mayor
produccion de proteina.

Se sugiere realizar analisis de acidos nucleicos, ya que estos pueden ser una
de las limitaciones de aplicacién para el consumo humano.

La informacion sobre el contenido de fibra soluble en la biomasa es escasa,
por lo que se recomienda investigar mas sobre la funcionalidad potencial de este
componente.

Finalmente, se establece como sugerencia dar continuidad a la investigacion

de las propiedades tecnoldgicas de la fibra insoluble en el ambito de alimentos.
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RESULTADOS DE LOS ANALISIS REALIZADOS POR NUMERO DE MUESTRA
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Descripcion:
Biomasa (SCOBY) A14-1
Analisis Resultado Método Empleado
Ceniza (Menor a 0,10) g/100 g 940.26 AOAC, P-SA-MQ-004

(MA-SALQ#000004)

Grasa cruda

(0,2560 + 0,0040) g/100 g

Carpenter, D.; Ngeh-Ngwainbi, J. & Lee, S.

Lipid Analysis en Methods of Analysis for
Nutrition Labeling. AOAC International,
P-SA-MQ-005 (MA-SALQ#000005)

Humedad

(93,1£5,7)g/100 g

920.151 AOAC, P-SA-MQ-002
(MA-SALQ#000002)

Proteina (Nx6,25)

(0,177 £ 0,017) g/100 g

979.09 AOAC modificado, P-SA-MQ-003
(MA-SALQ#000003)

Fibra soluble (Menor a 0,50) g/100 g 993.19 AOAC
Fibra insoluble (1,72+0,34) g/100 g 991.42 AOAC
# Muestra: SAQ-8228-2
Descripcion:
Biomasa (SCOBY) B14-1
Analisis Resultado Método Empleado
Ceniza (Menor a 0,10) g/100 g 940.26 AOAC, P-SA-MQ-004

(MA-SALQ#000004)

Grasa cruda

(Menor a 0,10) g/100 g

Carpenter, D.; Ngeh-Ngwainbi, J. & Lee, S.

Lipid Analysis en Methods of Analysis for
Nutrition Labeling. AOAC International,
P-SA-MQ-005 (MA-SALQ#000005)

Humedad

(90,7 £ 5,5)g/100 g

920.151 AOAC, P-SA-MQ-002
(MA-SALQ#000002)

CENTRO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

TEL: 2511-7223, FAX: 2253-3762

Ciudad Universitaria Rodrigo Facio 100 m oeste detras de la Facultad de Ciencias Agroalimentarias
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Resultados obtenidos del analisis proximal para los dias 14 y 21 para las muestras



Continuaciéon Apéndice 1

UNIVERSIDAD DE

3/4

COSTARICA SAQ-8228-2024
RE-PRSA#000004 Version 9 03/11/2023
# Muestra: | SAQ-8228-2
Descripcion:
Biomasa (SCOBY) B14-1
Analisis Resultado Método Empleado
Proteina (Nx6,25) (0,202 + 0,020) g/100 g 979.09 AOAC modificado, P-SA-MQ-003
(MA-SALQ#000003)
Fibra soluble (Menor a 0,50) g/100 g 993.19 AOAC
Fibra insoluble (1,84 £ 0,36) g/100 g 991.42 AOAC

# Muestra: SAQ-8228-3
Descripcion:
Biomasa (SCOBY) A21-1
Analisis Resultado Método Empleado
Ceniza (Menor a 0,10) g/100 g 940.26 AOAC, P-SA-MQ-004

(MA-SALQ#000004)

Grasa cruda

(Menor a 0,10) g/100 g

Carpenter, D.; Ngeh-Ngwainbi, J. & Lee, S.

Lipid Analysis en Methods of Analysis for
Nutrition Labeling. AOAC International,
P-SA-MQ-005 (MA-SALQ#000005)

Humedad

(93,1+5,7)g/100 g

920.151 AOAC, P-SA-MQ-002
(MA-SALQ#000002)

Proteina (Nx6,25) (0,222 + 0,021) g/100 g 979.09 AOAC modificado, P-SA-MQ-003
(MA-SALQ#000003)
Fibra soluble (Menor a 0,50) g/100 g 993.19 AOAC
Fibra insoluble (2,03 + 0,40) g/100 g 991.42 AOAC
# Muestra: SAQ-8228-4
Descripcion:
Biomasa (SCOBY) B21-1
Analisis Resultado Método Empleado
Ceniza (Menor a 0,10) g/100 g 940.26 AOAC, P-SA-MQ-004
(MA-SALQ#000004)
e CENTRO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

TEL: 2511-7223, FAX: 2253-3762

Ciudad Universitaria Rodrigo Facio 100 m oeste detras de la Facultad de Ciencias Agroalimentarias
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Continuaciéon Apéndice 1

UNIVERSIDAD DE
COSTARICA

4/4
SAQ-8228-2024

RE-PRSA#000004 Version 9 03/11/2023
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# Muestra: | SAQ-8228-4
Descripcion:
Biomasa (SCOBY) B21-1
Analisis Resultado

Método Empleado

Grasa cruda

(Menor a 0,10) g/100 g

Carpenter, D.; Ngeh-Ngwainbi, J. & Lee, S.

Lipid Analysis en Methods of Analysis for
Nutrition Labeling. AOAC International,
P-SA-MQ-005 (MA-SALQ#000005)

Humedad (90,7 £ 5,5) g/100 g 920.151 AOAC, P-SA-MQ-002
(MA-SALQ#000002)
Proteina (Nx6,25) (0,169 + 0,016) g/100 g 979.09 AOAC modificado, P-SA-MQ-003
(MA-SALQ#000003)
Fibra soluble (Menor a 0,50) g/100 g 993.19 AOAC
Fibra insoluble (1,97 £0,38) g/100 g 991.42 AOAC

GRACIELA ARTAVIA GONZALEZ (FIRMA)
PERSONA FISICA, CPF-01-1238-0157.

Fecha declarada: 13/12/2024 02:41:16 PM
Esta es una representacion grafica Unicamente,
verifique la validez de la firma.

3. Colegiode
< Quimicos
‘e I Ny Costa Rica

Emitido por: Lic. Graciela Artavia Gonzalez
GERENTE TECNICO
LABORATORIO QUIMICO DE ALIMENTOS

.

Licenciada en Quimica
Graciela Artavia Gonzalez
N.I.2601

ULTIMA LINEA

TEL: 2511-7223, FAX: 22563-3762

CENTRO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Ciudad Universitaria Rodrigo Facio 100 m oeste detras de la Facultad de Ciencias Agroalimentarias



191

Apéndice 2

Resultados obtenidos del analisis proximal para el dia 21 y concentracion 7 % para la

muestra obtenida en la prueba preliminar 3

% UNIVERSIDAD DE 2/2
COSTARICA SAQ-8613-2025

RE-PRSA#000004 Versién 9 03/11/2023

RESULTADOS DE LOS ANALISIS REALIZADOS POR NUMERO DE MUESTRA

# Muestra: SAQ-8613-1
Descripcion:

Biomasa microbiana A21 202

Analisis Resultado
(95 + 12) g/100 g

Método Empleado
Por diferencia 100-(%Humedad + %Ceniza +
%Proteina + %Grasa)

Carbohidratos totales

Ceniza (0,317 £ 0,011) g/100 g 925.51 AOAC, P-SA-MQ-004
(MA-SALQ#000004)
Grasa cruda (0,1340 + 0,0090) g/100 g 11.0 ASTA, Official Analytical Methods,

P-SA-MQ-005 (MA-SALQ#000005)

Humedad en fresco
[en liofilizado]

(93,7+7,9)g/100 g
[3.14£0,27] g/100 g

964.22 AOAC, P-SA-MQ-002
(MA-SALQ#000002)

Proteina (Nx6,25)

(1,474 +0,085) g/100 g

920.152 AOAC modificado, P-SA-MQ-003
(MA-SALQ#000003)"

Fibra soluble (1,08 +£0,21) g/100 g 993.19 AOAC
Fibra insoluble (22,1+4,2)g/100g 991.42 AOAC
Al i
GRACIELA ARTAVIA GONZALEZ (FIRMA) -t Colgglo de
PERSONA FISICA, CPF-01-1238-0157. < Quimicos
Fecha declarada: 01/04/2025 11:52:31 AM ‘. | N Costa Rica
Esta es unarep ion grafica anie
verifique la validez de la firma.
Licenciada en Quimica
Emitido por: Lic. Graciela Artavia Gonzalez Graciela Artavia Gonzalez
. N.I1.2601
GERENTE TECNICO |
LABORATORIO QUIMICO DE ALIMENTOS
ULTIMA LINEA
Q CENTRO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

TEL: 2511-7223, FAX: 2253-3762
Ciudad Universitaria Rodrigo Facio 100 m oeste detras de la Facultad de Ciencias Agroalimentarias
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Apéndice 3

Datos experimentales para el calculo de la tasa de crecimiento

Tabla 12

Masa del SCOBY para las tres corridas definitivas a lo largo del tiempo de

fermentacion
Fecha 8/2/2025 15/2/2025 22/2/2025 1/3/2025 8/3/2025
Masa (g) - corrida 1
Muestra Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Al-1 50,00 100,00 164,00 162,00 225,00
Al-2 50,00 109,00 165,00 150,00 261,00
Al-3 50,00 113,00 157,00 175,00 246,00
B1-1 50,00 74,00 141,00 123,00 167,00
B1-2 50,00 80,00 148,00 155,00 227,00
B1-3 50,00 83,00 151,00 118,00 176,00
Fecha 8/3/2025 15/3/2025 22/3/2025 29/3/2025 5/4/2025
Masa (g) - corrida 2
Muestra Dia0 Dia7 Dia 14 Dia21 Dia 28
Al-1 50,00 89,00 187,00 181,00 143,00
Al-2 50,00 124,00 133,00 192,00 145,00
Al-3 50,00 114,00 135,00 218,00 152,00
B1-1 50,00 120,00 127,00 165,00 150,00
B1-2 50,00 110,00 148,00 193,00 140,00
B1-3 50,00 116,00 163,00 177,00 139,00
Fecha 29/3/2025 5/4/2025 12/4/2025 19/4/2025 26/4/2025
Masa (g) - corrida 3
Muestra Dia0 Dia7 Dia 14 Dia21 Dia 28
Al-1 50,00 78,00 115,00 215,00 206,00
Al-2 50,00 96,00 133,00 229,00 240,00
Al-3 50,00 73,00 132,00 264,00 153,00
B1-1 50,00 70,00 100,00 175,00 117,00
B1-2 50,00 75,00 83,00 188,00 100,00
B1-3 50,00 84,00 91,00 150,00 105,00

Nota: A =7,0 % azucar; B =10,5 % azucar.



Tabla 13
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Aumento de masa del SCOBY para las tres corridas definitivas a lo largo del tiempo

de fermentacion

Fecha 8/2/2025 15/2/2025 22/2/2025 1/3/2025 8/3/2025
Aumento de masa (g) - corrida 1
Muestra Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Al-1 - 50,00 114,00 112,00 175,00
Al-2 - 59,00 115,00 100,00 211,00
Al-3 - 63,00 107,00 125,00 196,00
B1-1 - 24,00 91,00 73,00 117,00
B1-2 - 30,00 98,00 105,00 177,00
B1-3 - 33,00 101,00 68,00 126,00
Fecha 8/3/2025 15/3/2025 22/3/2025 29/3/2025 5/4/2025
Aumento de masa (g) - corrida 2
Muestra Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Al-1 - 39,00 137,00 131,00 93,00
Al-2 - 74,00 83,00 142,00 95,00
Al-3 - 64,00 85,00 168,00 102,00
B1-1 - 70,00 77,00 115,00 100,00
B1-2 - 60,00 98,00 143,00 90,00
B1-3 - 66,00 113,00 127,00 89,00
Fecha 29/3/2025 5/4/2025 12/4/2025 19/4/2025 26/4/2025
Aumento de masa (g) - corrida 3
Muestra Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Al-1 - 28,00 65,00 165,00 156,00
Al-2 - 46,00 83,00 179,00 190,00
Al-3 - 23,00 82,00 214,00 103,00
B1-1 - 20,00 50,00 125,00 67,00
B1-2 - 25,00 33,00 138,00 50,00
B1-3 - 34,00 41,00 100,00 55,00

Nota: A =7,0 % azucar; B =10,5 % azucar.
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Apéndice 4

Resultados obtenidos del analisis proximal para las tres corridas definitivas

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-01
Fecha del muestreo: 15-02-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcién: 05-06-2025

Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas | Fecha de reporte: 04-08-2025
Distrito: Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.

Permiso Sanitario de Funcionamiento del Laboratorio San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.

Metodologia de anilisis: de acuerdo al procedimi AOACy al procedimi FAO.
Métodos de andlisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para consulta de variables acreditadas ingresar a la pigina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Cédigo LSM NB25-0045
Punto de muestreo Muestra: A1-7
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 93,15
**Cenizas (%) 0,05
**Grasa (%) 0,01
**Proteina (%) 0,14
**Carbohidratos totales (%) 6,66
**Fibra soluble (%) 0,11
**Fibra insoluble (%) 2,24
Observaciones:

Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los andlisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-02
Fecha del muestreo: 22-02-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcién: 05-06-2025

Direccion: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.
Permiso Sanitario de Funcionamiento del Laboratorio San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.

Metodologia de andlisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.
Métodos de andlisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para consulta de variables acreditadas ingresar a la pégina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Cédigo LSM NB25-0046
Punto de muestreo Muestra: A1-14
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 93,35
**Cenizas (%) 0,06
**Grasa (%) 0,01
**Proteina (%) 0,18
**Carbohidratos totales (%) 6,41
**Fibra soluble (%) 0,13
**Fibra insoluble (%) 1,71
Observaciones:

Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los anilisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado




Continuacion Apéndice 4

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional

Cédigo del informe: U037-040825-03

Fecha del muestreo: 01-03-2025

Muestreado por: El Interesado

Fecha de recepcién: 05-06-2025

Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito:

Fecha de reporte: 04-08-2025
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Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.
Permiso de del L io San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.

Metodologia de andlisis: de acuerdo al pr

dimiento AOAC y al procedimiento FAO.
Métodos de andlisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para consulta de variables acreditadas ingresar a la péigina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Cédigo LSM NB25-0047
Punto de muestreo Muestra: A1-21
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 93,23
**Cenizas (%) 0,04
**Grasa (%) 0,01
**Proteina (%) 0,15
**Carbohidratos totales (%) 6,57
**Fibra soluble (%) 0,15
**Fibra insoluble (%) 2,21

Observaciones:
Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los andlisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-04
Fecha del muestreo: 08-03-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcién: 05-06-2025
Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025

Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.

Permiso Sanitario de Funcionamiento del Laboratorio San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.

Metodologia de andlisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.
Métodos de anilisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).

Para consulta de variables acreditadas ingresar a la pégina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Coédigo LSM NB25-0048
Punto de muestreo Muestra: A1-28
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 94,00
**Cenizas (%) 0,04
**Grasa (%) 0,01
**Proteina (%) 0,15
**Carbohidratos totales (%) 5,79
**Fibra soluble (%) 0,14
**Fibra insoluble (%) 2,54

Observaciones:
Ejecucibn de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los andlisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado
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Continuacion Apéndice 4

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-09
Fecha del muestreo: 15-03-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcion: 05-06-2025

Direcciéon: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.
Permiso Sanitario de Funcionamiento del Laboratorio San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.

Metodologia de andlisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.
Métodos de andlisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para Ita de variables acreditadas ingresar a la pigina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Cédigo LSM NB25-0053
Punto de muestreo Muestra: A2-7
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 93,17
**Cenizas (%) 0,05
**Grasa (%) 0,04
**Proteina (%) 0,16
**Carbohidratos totales (%) 6,58
**Fibra soluble (%) 0,12
**Fibra insoluble (%) 2,26
Observaciones:

Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los andlisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-10
Fecha del muestreo: 22-03-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcioén: 05-06-2025

Direccion: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.
Permiso de del L io San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence ¢l 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.

Metodologia de andlisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.
Métodos de andlisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para Ita de variables acreditadas ingresar a la péigina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Cédigo LSM NB25-0054
Punto de muestreo Muestra: A2-14
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 93,65
**Cenizas (%) 0,05
**Grasa (%) 0,03
**Proteina (%) 0,15
**Carbohidratos totales (%) 6,12
**Fibra soluble (%) 0,12
**Fibra insoluble (%) 1,55
Observaciones:

Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los anilisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado




Continuacion Apéndice 4

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional

Codigo del informe: U037-040825-11

Fecha del muestreo: 29-03-2025

Muestreado por: El Interesado

Fecha de recepcion: 05-06-2025

Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito:
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.

Fecha de reporte: 04-08-2025

el 11/11/2026.

Permiso Sanitario de Funcionamiento del Laboratorio San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence

Metodologia de andlisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.

Métodos de anilisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para Ita de variables acreditadas ingresar a la pdgina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Cédigo LSM NB25-0055
Punto de muestreo Muestra: A2-21

Ensayo Resultado
*Humedad (%) 94,73
**Cenizas (%) 0,05
**Grasa (%) 0,06
**Proteina (%) 0,18
**Carbohidratos totales (%) 4,98
**Fibra soluble (%) 0,11
**Fibra insoluble (%) 1,71

Observaciones:
Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los andlisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional

Cédigo del informe: U037-040825-12

Fecha del muestreo: 01-03-2025

Muestreado por: El Interesado

Fecha de recepcion: 05-06-2025

Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito:
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.

Fecha de reporte: 04-08-2025

Permiso de del L
el 11/11/2026.

io San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence

Metodologia de andlisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.

Métodos de anilisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para consulta de variables acreditadas ingresar a la pégina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Cédigo LSM NB25-0056
Punto de muestreo Muestra: A2-28
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 94,49
**Cenizas (%) 0,04
**Grasa (%) 0,03
**Proteina (%) 0,14
**Carbohidratos totales (%) 5,30
**Fibra soluble (%) 0,13
**Fibra insoluble (%) 2,41
Observaciones:

Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los andlisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado
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Continuacion Apéndice 4

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-17
Fecha del muestreo: 05-04-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcion: 05-06-2025

Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.
Permiso Sanitario de Funcionamiento del Laboratorio San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.

Metodologia de andlisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.
Métodos de andlisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para Ita de variables acreditadas ingresar a la pigina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Cédigo LSM NB25-0061
Punto de muestreo Muestra:A3-7
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 92,78
**Cenizas (%) 0,05
**Grasa (%) 0,02
**Proteina (%) 0,17
**Carbohidratos totales (%) 6,98
**Fibra soluble (%) 0,12
**Fibra insoluble (%) 2,32
Observaciones:

Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los anilisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-18
Fecha del muestreo: 12-04-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcion: 05-06-2025

Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.
Permiso Sanitario de Funcionamiento del Laboratorio San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.

Metodologia de andlisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.
Métodos de anilisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).

Para Ita de variables acreditadas ingresar a la pigina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San
Martin.
Cédigo LSM NB25-0062
Punto de muestreo Muestra: A3-14
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 93,83
**Cenizas (%) 0,05
**Grasa (%) 0,03
**Proteina (%) 0,11
**Carbohidratos totales (%) 5,98
**Fibra soluble (%) 0,12
**Fibra insoluble (%) 1,57
Observaciones:

Ejecucion de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los andlisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado
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Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional

Codigo del informe: U037-040825-19

Fecha del muestreo: 19-04-2025

Muestreado por: El Interesado

Fecha de recepcién: 05-06-2025

Direccion: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito:
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.

Fecha de reporte: 04-08-2025

el 11/11/2026.

Permiso Sanitario de Funcionamiento del Laboratorio San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence

Metodologia de andlisis: de acuerdo al pr AOAC y al procedimi FAO.

Métodos de anilisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para consulta de variables acreditadas ingresar a la pigina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los andlisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado

Martin.
Cédigo LSM NB25-0063
Punto de muestreo Muestra: A3-21
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 94,50
**Cenizas (%) 0,05
**Grasa (%) 0,02
**Proteina (%) 0,12
**Carbohidratos totales (%) 5,31
**Fibra soluble (%) 0,13
**Fibra insoluble (%) 1,77
Observaciones:

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional

Cédigo del informe: U037-040825-20

Fecha del muestreo: 26-04-2025

Muestreado por: El Interesado

Fecha de recepcion: 05-06-2025

Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito:
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.

Fecha de reporte: 04-08-2025

Permiso de del L
el 11/11/2026.

San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence

Metodologia de andlisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.

Métodos de anilisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para consulta de variables acreditadas ingresar a la pigina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los andlisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado

Martin.
Cédigo LSM NB25-0064
Punto de muestreo Muestra: A3-28
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 94,94
**Cenizas (%) 0,06
**Grasa (%) 0,01
**Proteina (%) 0,16
**Carbohidratos totales (%) 4,84
**Fibra soluble (%) 0,13
**Fibra insoluble (%) 2,14
Observaciones:
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Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-05
Fecha del muestreo: 15-03-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcién: 05-06-2025

Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.

Permiso de del L San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.

Metodologia de andlisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi; FAO.
Métodos de andlisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para consulta de variables acreditadas ingresar a la pigina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Cédigo LSM NB25-0049
Punto de muestreo Muestra: B1-7
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 90,58
**Cenizas (%) 0,01
**Grasa (%) 0,01
**Proteina (%) 0,18
**Carbohidratos totales (%) 9,23
**Fibra soluble (%) 0,19
**Fibra insoluble (%) 2,05
Observaciones:

Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los anilisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-06
Fecha del muestreo: 22-02-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcion: 05-06-2025
Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.
Permiso de Funci i del Lab io San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
e 11/11/2026.
Metodologia de anilisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.
Métodos de andlisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para consulta de variables acreditadas ingresar a la pigina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San
Martin.
Cédigo LSM NB25-0050
Punto de muestreo Muestra: B1-14
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 91,01
**Cenizas (%) 0,03
**Grasa (%) 0,01
**Proteina (%) 0,20
**Carbohidratos totales (%) 8,75
**Fibra soluble (%) 0,15
**Fibra insoluble (%) 1,76
Observaciones:
Ejecucion de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los andlisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas
(**) Método de ensayo no acreditado
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Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-07
Fecha del muestreo: 01-03-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcién: 05-06-2025
Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.
Permiso de del L San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.
Metodologia de andlisis: de do al procedimiento AOAC y al procedimiento FAO.
Métodos de anilisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para Ita de variables acreditadas ingresar a la pégina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San
Martin.
Cédigo LSM NB25-0051
Punto de muestreo Muestra: B1-21
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 90,66
**Cenizas (%) 0,04
**Grasa (%) 0,01
**Proteina (%) 0,17
**Carbohidratos totales (%) 9,13
**Fibra soluble (%) 0,19
**Fibra insoluble (%) 1,89
Observaciones:
Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los anilisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas
| (**) Método de ensayo no acreditado

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-08
Fecha del muestreo: 08-03-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcién: 05-06-2025

Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.

Permiso de del L io San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.
Metodologia de andlisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.

Métodos de anilisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para consulta de variables acreditadas ingresar a la pigina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Cédigo LSM NB25-0052
Punto de muestreo Muestra: B1-28
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 92,08
**Cenizas (%) 0,03
**Grasa (%) 0,01
**Proteina (%) 0,15
**Carbohidratos totales (%) 7,73
**Fibra soluble (%) 0,16
**Fibra insoluble (%) 1,77
Observaciones:

Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los anilisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado
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Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-13
Fecha del muestreo: 05-04-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepciéon: 05-06-2025

Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.

Permiso de del L io San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.

Metodologia de andlisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.
Métodos de anilisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para consulta de variables acreditadas ingresar a la pigina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Coédigo LSM NB25-0057
Punto de muestreo Muestra: B2-7
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 93,36
**Cenizas (%) 0,02
**Grasa (%) 0,01
**Proteina (%) 0,16
**Carbohidratos totales (%) 6,44
**Fibra soluble (%) 0,14
**Fibra insoluble (%) 1,44
Observaciones:

Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los andlisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-14
Fecha del muestreo: 22-03-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcién: 05-06-2025

Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.

Permiso de del Lab rio San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.

Metodologia de anilisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.
Métodos de andlisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para consulta de variables acreditadas ingresar a la pégina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Cédigo LSM NB25-0058
Punto de muestreo Muestra: B2-14
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 91,19
**Cenizas (%) 0,05
**Grasa (%) 0,01
**Proteina (%) 0,18
**Carbohidratos totales (%) 8,58
**Fibra soluble (%) 0,15
**Fibra insoluble (%) 1,75
Observaciones:

Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los andlisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado
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Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-15
Fecha del muestreo: 29-03-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcion: 05-06-2025

Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.
Permiso de del L San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.

Metodologia de andlisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.
Métodos de andlisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para consulta de variables acreditadas ingresar a la pigina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Cédigo LSM NB25-0059
Punto de muestreo Muestra:B2-21
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 92,73
**Cenizas (%) 0,06
**Grasa (%) 0,01
**Proteina (%) 0,20
**Carbohidratos totales (%) 7,01
**Fibra soluble (%) 0,15
**Fibra insoluble (%) 1,43
Observaciones:

Ejecucion de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los andlisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-16
Fecha del muestreo: 05-04-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcion: 05-06-2025

Direccion: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.
Permiso de F del L io San Martin #1794-2023 dado ¢l 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.

Metodologia de andlisis: de acuerdo al pr imi AOAC y al procedimi FAO.
Métodos de andlisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para consulta de variables acreditadas ingresar a la pigina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Cédigo LSM NB25-0060
Punto de muestreo Muestra: B2-28
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 91,56
**Cenizas (%) 0,04
**Grasa (%) 0,01
**Proteina (%) 0,16
**Carbohidratos totales (%) 8,23
**Fibra soluble (%) 0,17
**Fibra insoluble (%) 1,85
Observaciones:

Ejecucion de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los anilisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado
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Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-21
Fecha del muestreo: 05-04-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcion: 05-06-2025

Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.

Permiso Sanitario de Funcionamiento del Laboratorio San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.

Metodologia de anilisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.
Métodos de andlisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para consulta de variables acreditadas ingresar a la pigina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Cédigo LSM NB25-0065
Punto de muestreo Muestra: B3-7
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 89,90
**Cenizas (%) 0,04
**Grasa (%) 0,01
**Proteina (%) 0,18
**Carbohidratos totales (%) 9,87
**Fibra soluble (%) 0,20
**Fibra insoluble (%) 2,21
Observaciones:

Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los andlisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-22
Fecha del muestreo: 12-04-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcion: 05-06-2025
Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.
Permiso de del L io San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.
Metodologia de andlisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.
Métodos de anilisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para Ita de variables acreditadas ingresar a la pégina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San
Martin.
Cédigo LSM NB25-0066
Punto de muestreo Muestra: B3-14
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 90,05
**Cenizas (%) 0,05
**Grasa (%) 0,01
**Proteina (%) 0,16
**Carbohidratos totales (%) 9,74
**Fibra soluble (%) 0,16
**Fibra insoluble (%) 1,97
Observaciones:
Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los andlisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas
L (**) Método de ensayo no acreditado
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Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-23
Fecha del muestreo: 19-04-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcion: 05-06-2025

Direccion: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.
Permiso Sanitario de Funcionamiento del Laboratorio San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.

Metodologia de anilisis: de acuerdo al pr

dimi AOAC y al procedimi FAO.
Métodos de andlisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para consulta de variables acreditadas ingresar a la pigina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Cédigo LSM NB25-0067
Punto de muestreo Muestra: B3-21
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 91,64
**Cenizas (%) 0,04
**Grasa (%) 0,02
**Proteina (%) 0,15
**Carbohidratos totales (%) 8,16
**Fibra soluble (%) 0,17
**Fibra insoluble (%) 1,68
Observaciones:

Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los anilisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado

Informe de Ensayos

Cliente: Universidad Técnica Nacional Cédigo del informe: U037-040825-24
Fecha del muestreo: 26-04-2025
Muestreado por: El Interesado Fecha de recepcién: 05-06-2025

Direccién: Sede Atenas, Provincia: Alajuela, Cantén: Atenas Distrito: | Fecha de reporte: 04-08-2025
Balsa de Atenas, antigua Escuela de Ganaderia.

Permiso de del L San Martin #1794-2023 dado el 09/12/2023, vence el 09/12/2025, y #1887-2024 dado el 09/12/2024, vence
el 11/11/2026.
Metodologia de anilisis: de acuerdo al procedimi AOAC y al procedimi FAO.

Métodos de andlisis acreditados por el ECA identificados en este informe por medio de un asterisco (*).
Para Ita de variables ditadas ingresar a la pégina del ECA (http://www.eca.or.cr/acr_lab.php) en el link del Laboratorio San

Martin.
Cédigo LSM NB25-0068
Punto de muestreo Muestra: B3-28
Ensayo Resultado
*Humedad (%) 91,49
**Cenizas (%) 0,05
**Grasa (%) 0,01
**Proteina (%) 0,16
**Carbohidratos totales (%) 8,28
**Fibra soluble (%) 0,17
**Fibra insoluble (%) 1,88
Observaciones:

Ejecucién de actividades del Laboratorio: 05/06/2025 - 04/08/2025
Los resultados de los anilisis de este informe, solamente se refieren a las muestras aqui descritas

(**) Método de ensayo no acreditado
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Apéndice 5

Evidencia del analisis estadistico

A continuacion, se presenta el resumen del analisis estadistico de los resultados

obtenidos, utilizando el software R y la interfaz RStudio.

5.1 Analisis estadistico de los parametros fisicoquimicos que describen el

avance de la fermentacion

Figura 21

Analisis de varianza de dos vias para el comportamiento del pH del medio de cultivo

> modelo_anova_ph <- aov(pH ~ tiempo_fermentacién * concentracién_sustrato, data = datos)
> summary(modelo_anova_ph)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
tiempo_fermentacién 4 20.581 5.145 74.750 <2e-16 ***
concentracién_sustrato 1 0.028 ©0.028 0.413 0.522
tiempo_fermentacién:concentracidén_sustrato 4 ©0.019 0.005 ©0.070 0.991
Residuals 80 5.507 0.069
Signif. codes: @ “***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 * ’ 1

Figura 22

Prueba post-hoc de Tukey para el comportamiento del pH del medio de cultivo

> tukey_resultado_ph_tiempo <- TukeyHSD(modelo_anova_ph, "tiempo_fermentacién™)
> print(tukey_resultado_ph_tiempo)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = pH ~ tiempo_fermentacién * concentracibén_sustrato, data = datos)

$tiempo_fermentacién
diff lwr upr p adj

7-0  -0.8722222 -1.1163028 -0.628141658 0.0000000
14-0 -1.0111111 -1.2551917 -0.767030547 0.0000000
21-@ -1.1555556 -1.3996361 -0.911474992 0.0000000
28-0 -1.4055556 -1.6496361 -1.161474992 0.0000000
14-7 -0.1388889 -0.3829695 ©.105191675 0.5093054
21-7 -0.2833333 -0.5274139 -0.039252770 0.0146226
28-7 -0.5333333 -0.7774139 -0.289252770 0.0000004
21-14 -0.1444444 -0.3885250 ©0.099636119 0.4694775
28-14 -0.3944444 -0.6385250 -0.150363881 0.0002087
28-21 -0.2500000 -0.4940806 -0.005919436 0.0419969
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Figura 23

Analisis de varianza de dos vias para los solidos solubles del medio de cultivo

> summary(modelo_anova_solidos)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

tiempo_fermentacién 1 25.09 25.09 209.767 <2e-16 ***
concentracion_sustrato 1 182.04 182.04 1522.117 <2e-16 ***
tiempo_fermentacién:concentracién_sustrato 1 0.21 0.21 1.786 0.185
Residuals 86 10.29 0.12

Signif. codes: @ ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 * ' 1

Figura 24

Prueba post-hoc de Tukey para los solidos solubles del medio de cultivo

> tukey_resultado_solidos_tiempo <- TukeyMSD(modelo_anova_solidos, "tiempo_fermentacion®)
> print(tukey_resultado_solidos_tiempo)
Tukey multiple comparisons of meons
95% fomily-wise confidence level

Fit: oov(formula = Solidos_solubles ~ tiempo_fermentacién * concentracién_sustrato, data = Datos_Estadistica)

$tiempo_fermentacién

diff lwr upr p adj
7-0  -9.3000000 -0.6128094 ©.01280937 0.0664940
14-0 -9.4444444 -0,7572538 -0.13163508 0.0014559
21-0  -1.0444444 -1.3572538 -0.73163508 0.0000000
28-0 -1.4944444 -1.8072538 -1.18163508 0.0000000
14-7 -9.1444444 -0.4572538 ©.16836492 0.6988242
21-7 -0.7444444 -1,0572538 -0.43163508 0.0000000
28-7 -1.1944444 -1.5072538 -0.88163508 0.0000000
21-14 -0.6000000 -90.9128094 -0.28719063 0.0000079
28-14 -1.0500000 -1.3628094 -0.73719063 0.0000000
28-21 -0.4500000 -9.7628094 -0.13719063 0.0012283




Figura 25
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Descripcion estadistica del efecto de la concentracion de azucar en el contenido de

solidos solubles

Datos_Estadistica %%
group_by(concentracibn_sustrato) %%
summarise(media_solidos = mean(Solidos_solubles, na.rm = TRUE),

+ 4+ 4+ 4V

print()
# A tibble: 2 x 3
concentracidn_sustrato media_solidos desviacion_estandar_solidos
<fct> <dbl> |

7 5.72 0.691

desviacion_estandar_solidos = sd(Solidos_solubles, na.rm = TRUE)) %%

10.5 8.56 0.576
Figura 26

Analisis de varianza de dos vias para la temperatura del medio de cultivo

> summary(modelo_anova_temperatura)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

tiempo_fermentacién 4 397.9 99.47 39.486 <2e-16 ***
concentracion_sustrato 1 0.0 0.01 0.004 0.952
tiempo_fermentacidn:concentracién_sustrato 4 1.3 9.33 0.131 0.971
Residuals 80 201.5 2.52

Signif. codes: @ ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 * ' 1

Figura 27

Prueba post-hoc de Tukey para la temperatura del medio de cultivo

> print(tukey_resultado_temperatura_tiempo)
Tukey multiple comparisons of means
95% fomily-wise confidence level

Fit: ocov(formula « Temperatura ~ tiempo_fermentacidn * concentracidn_sustrato, data = Datos_Estadistica)

Stiempo_fermentocion

diff lwr upr p odj
7-0  -4.9611111 -6.4376927 -3.484529 0.0000000
14-0 -6.1277778 -7.6043594 -4.651196 0.0000000
21-9 -4.6555556 -6.1321372 -3.178974 0.0000000
28-9 -4.4833333 -5.9599150 -3.006752 0.0000000
14-7 -1.1666667 -2.6432483 0.309915 0.1884129
21-7  ©.3055556 -1.1710261 1.782137 0.9780041
28-7 ©.4777778 -0.9988038 1.954359 0.8949128
21-14  1.4722222 -0.0043594 2.948804 0.0510587
28-14 1.6444444 0.1678628 3.121026 0.0213313
28-21 0.1722222 -1.3043594 1.648804 0.9975236
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Figura 28

Analisis de varianza de dos vias para la tasa de crecimiento del SCOBY

> summary(modelo_anova)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

tiempo_fermentacion 4 851261 212815 66.541 < 2e-16 ***
concentracién_sustrato 1 48534 48534 15.175 0.000202 ***
tiempo_fermentacién:concentracién_sustrato 4 30372 7593 2.374 0.059025 .
Residuals 80 255860 3198

Signif. codes: @ ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1

Figura 29

Prueba post-hoc de Tukey para la tasa de crecimiento del SCOBY.

> tukey_resultado_tiempo <- TukeyHSD(modelo_anova, "tiempo_fermentacién™)
> print(tukey_resultado_tiempo)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: acov(formula = tasa_crecimiento ~ tiempo_fermentacidn * concentracidn_sustrato, data = datos)

$tiempo_fermentacién

diff lwr upr p ad)
7-0 89.77778 37.16519 142.39036 0.0000808
14-0 174.77778 122.16519 227.39036 0.0000000
21-0 258.88889 206.27631 311.50147 0.0000000
28-@ 243.55556 190.94297 296.16814 0.0000000
14-7  85.00000 32.38742 137.61258 0.0002096
21-7 169.11111 116.49853 221.72369 0.0000000
28-7 153.77778 101.16519 206.39036 0.0000000
21-14 84.11111 31.49853 136.72369 0.0002495
28-14 68.77778 16.16519 121.39036 0.0041661
28-21 -15.33333 -67.94592 37.27925 0.9257868
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Figura 30
Descripcion estadistica del efecto de la concentracion de azucar en la tasa de

crecimiento del SCOBY

datos %>%

group_by(concentracion_sustrato) %>%

summarise(media_crecimiento = mean(tasa_crecimiento, na.rm = TRUE),
desviacion_estandar = sd(tasa_crecimiento, na.rm = TRUE))

w4+ + + V

A

A tibble: 2 x 3
concentracidn_sustrato media_crecimiento desviacion_estandar

<fct> <aol>

7 177. 129.
10.5 130. 95.8

5.2 Analisis estadistico de los resultados de la composicion quimica proximal

del SCOBY

Figura 31

Analisis de varianza de dos vias para la humedad del SCOBY

> # 1. Modelo ANOVA
> modelo_anova_humedad <- acov(Humedad ~ tiempo_fermentacion * concentracion_sustrato, data = datos_proximal)
> cat("--- Resumen del ANOVA ---\n")
<=« Resumen del ANOVA ---
> summary(modelo_anova_humedad)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

tiempo_fermentacion 3 4.9 1.43 1.9 9.164
concentracion_sustrato 1 36.43 36.43 49.400 2.83¢-00 ***
tiempo_fermentacion:concentracion_sustrato 3 1.13 .38 0.512 0.680
Residuals 16 11.79 0.74

Signif. codes: © ‘***' 0.001 ‘**’ 0.01 ‘** 0.05 ‘. 0.1 * " 1
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Figura 32

Analisis de varianza de dos vias para las cenizas (base seca) del SCOBY

--- ANALISIS PARA: ¥ ceniza bs ---

# 1. Modelo ANOVA

modelo_anova_ceniza bs <- cov(Ceniza bs ~ tiempo_fermentacion * concentracion_sustrato, data = datos_proximal)
cat("--« Resumen del ANOVA ---\n")

== Resumen del ANOVA ---

> summary(modelo_anova_ceniza_bs)

PV VY Y

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

tiempo_fermentacion 3 0.1528 0.0509 1.858 0.177
concentracion_sustrato 107704 0.7704 28.996 7.18e-05 ***
tiempo_fermentacion:concentracion_sustrato 3 0.0349 0.0116 0.425 0.738
Residuals 16 0.4387 0.0274

Signif. codes: © “***’ 9.001 ‘**’ 0.01 “*" 0.05 *." 0.1 * "1

Figura 33

Analisis de varianza de dos vias para la grasa total (base seca) del SCOBY

> # 1. Modelo ANOVA
> modelo_onova_grasa bs <- cov(Grasa_bs ~ tiempo_fermentacion * concentracion_sustrato, dota = datos_proximal)
> cat("--- Resumen del ANOVA ---\n")
=== Resumen del ANOVA ---
> summary(modelo_onova_grasa_bs)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

tiempo_fermentacion 3 0.0452 0.0151 0.28 0.838%4
concentracion_sustrato 1 0.5460 0.5460 10.14 0.00576 **
tiempo_fermentacion:concentracion_sustrato 3 0.0678 0.0226 0.42 0.74144
Residuals 16 0.8612 0.9538

Signif. codes: @ “***’ 0.001 ‘**’' 0,01 **" 0.05 ‘.7 0.1 " "1

Figura 34

Analisis de varianza de dos vias para la proteina total (base seca) del SCOBY

> cot("\n--- ANALISIS PARA: X proteina base seca ---\n")

-=~ ANALISIS PARA: X proteina base seca ---
> # 1. Modelo ANOVA
> modelo_anova_proteina bs <- oov(Proteina bs ~ tiempo_fermentocion * concentracion_sustrato, data « datos_proximal)
> cot("--- Resumen del ANOVA ---\n")
««« Resumen del ANOVA ---
> summary(modelo_anova_proteina_bs)

Of Sum Sq Meon Sq F value Pr(>F)
tiempo_fermentocion 3 0.2650 0.0883 0.509 0.6817
concentracion_sustrato 11,3053 1.3053 7.521 0.0145 *
tiempo_fermentocion:concentracion_sustrato 3 9.3408 0.1136 0.655 0.5917
Residuals 16 2.7769 0.1736

Signif. codes: @ ‘*°**’ 9.001 ***’' 0.01 **' 0.05 *." 0.1 * "1
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Figura 35

Analisis de medias para la proteina total (base seca) del SCOBY

datos_proximal %%
group_by(concentracion_sustrato) ¥>%
summarise(media_proteina_bs = mean(Proteina_bs, na.rm = TRUE),
desviacion_estandar_proteina_bs = sd(Proteina_bs, na.rm = TRUE)) %%

L+ + + + V

print()
concentracion_sustrato media_proteina_bs desviacion_estandar_proteina_bs

10.5 2.00 0.317

7 2.47 0.455
Figura 36

Analisis de correlacion de Pearson para la interaccion entre la proteina total (base

seca) y la tasa de crecimiento del SCOBY

««» Correlocion entre X Proteina Base Seco y Tasa de Crecimiento ««-

» correlocion proteina tose «- cor{relocion proteina tesa$Proteina bs, relocion proteino tosoStose crecimiento, use = “palrwise.complete.obs™)
> prinmt(correlocion proteina tasa)

[1.] 0.83093%

Figura 37

Analisis de varianza de dos vias para los carbohidratos totales (base seca) del

SCOBY
> # 1. Modelo ANOVA
> modelo_anova_(HO_bs <- cov((HO_bs ~ tiempo_fermentacion * concentracion_sustrato, data = datos_proximal)
> cat("--- Resumen del ANOVA ---\n")
<<« Resumen del ANOVA ---
> summary(modelo_anova_(HO_bs)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(GF)

tiempo_fermentacion 3 0.983 0.328 0.813 0.505264
concentracion_sustrato 1 7.161 7.161 17.771 0.000657 ***
tiempo_fermentacion:concentracion_sustrato 3 0.270 0.999 0.223 0.878834
Residuals 16 6.448 0.403

Signif. codes: @ ‘***' 9,001 ‘**' 9.01 ‘** 0.05 .7 0.1 * "1
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Figura 38

Analisis de varianza de dos vias para la fibra dietética soluble (base seca) del SCOBY

> summary(modelo_anova_fs)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
tiempo_fermentacion 3 0.7638 0.25459 40.74 1.02e-07 ***
concentracion_sustrato_code 1 0.0931 0.09312 14.90 0.00138 **
tiempo_fermentacion:concentracion_sustrato_code 3 0.5109 0.17029 27.25 1.59%e-06 ***
Residuals 16 0.1000 0.00625

Signif. codes: © ‘***’ 90.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘." 0.1 * " 1

Figura 39

Prueba post-hoc de Tukey para la fibra dietética soluble (base seca) del SCOBY

> TukeyHSO(modelo_anova_fs, “tiespo_fermentacion:concentracion_sustrato_code")
Tukey multiple comparisons of means
95% fomily-wise confidence level

Fit: ocov(formula = fibra_soluble ~ tiempo_fermentacion * concentracion_sustrato_code, data = datos_fibras)
$ tiempo_fermentacion:concentracion_sustrato_code’

diff lwr upr p od)
21:7%-14:7% 0.29234485 0.06889288 ©.51579682 0.0063741
28:7%-14:7% 0.49076810 0.26731612 0.71422007 0.0000235
7:7%-14:7% -0.25490059 -0.47835256 -0.03144861 0.0197261
14:10.5%-14:7% -0.27012473 -9.49357670 -0.04667276 0.0124747
21:10.5%-14:7% 0.11382738 -0.10962459 0.33727935 0.6502836
28:10.5%-14:7% 0.08084140 -9.14261057 ©.30429337 0.9933573
7:10.5%-14:7% 0.10535708 -0.11809489 0.32880905 0.7261138
28:7%-21:7% 0.19842324 -0.02502873 ©.42187522 0.1015206
7:7%-21:7% ~0.54724544 -0.77069741 -0.32379347 0.0000058
14:10.5%-21:7% -0.56246958 -0.78592156 -0.33901761 0.0000041
21:10.5%-21:7% ~0.17851747 -0.40196944 ©.04493450 0.1722568
28:10.5%-21:7% -0.21150345 -0.43495542 ©.01194852 0.0704533
7:10.5%-21:7% -0.18698777 -0.41043974 0.03646420 0.1381999
7:7%-28:7% ~0.74566868 -9.96912065 -0.52221671 0.0000001
14:10.5%-28:7% -0.76089283 -0.98434480 -0.53744086 0.0000001
21:10.5%-28:7% -0.37694071 -0.60039269 -0.15348874 0.0005194
28:10.5%-28:7% -0.40992669 -0.63337867 -0.18647472 0.0002040
7:10.5%-28: 7% -0.38541101 -0.60886299 -0.16195924 0.0004074
14:10.5%-7:7% -0.01522415 -0.23867612 ©.20822782 0.9999968
21:10.5%-7:7% 0.36872797 0.14527600 0.59217994 0.0006584
28:10.5%-7:7% 0.33574199 9.11229902 0.55919396 0.9017336
7:10.5%-7:7% 0.36025767 ©.13680570 0.58370964 0.0008423
21:10.5%-14:10.5% 0.38395211 0.16050014 0.60740409 0.0004248
28:10.5%-14:10.5% 0.35096613 0.12751416 0.57441811 0.0011056
7:10.5%-14:10.5%  0.37548181 0.15202984 ©.59893379 0.0005417
28:10.5%-21:10.5% -0.03298598 -0.25643795 0.19046599 0.9994149
7:10.5%-21:10.5% -0.00847030 -9.23192227 0.21498167 0.9999999
7:10.5%-28:10.5%  0.02451568 -0.19893629 0.24796765 0.9999175
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Figura 40
Analisis de varianza de dos vias para la fibra dietética insoluble (base seca) del

SCOBY

> summary(modelo_anova_fi)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

tiempo_fermentacion 3 305.5 101.8 508.1 4.51e-16 ***
concentracion_sustrato_code 1 915.1 915.1 4565.6 < 2e-16 ***
tiempo_fermentacion:concentracion_sustrato_code 3 178.7 59.6 297.1 3.10e-14 ***
Residuals 16 3.2 0.2

Signif. codes: @ ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 * " 1
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Figura 41

Prueba post-hoc de Tukey para la fibra dietética insoluble (base seca) del SCOBY

> TukeyHSD(modelo_anova_fi, "tiempo_fermentacion:concentracion_sustrato_code”)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = fibra_insoluble ~ tiempo_fermentacion * concentracion_sustrato_code, dat

$ tiempo_fermentacion:concentracion_sustrato_code’

diff lwr upr p ad)
21:7%-14:7% 7.2347381 5.9691546 8.5003215 0.0000000
28:7%-14:7% 17.5983470 16.3327635 18.8639304 0.0000000
7:7%-14:7% 7.4511887 6.1856053 8.7167722 0.0000000
14:10.5%-14:7% -5.4431151 -6.7086985 -4.1775317 0.0000000
21:10.5%-14:7% -5.1894412 -6.4550246 -3.9238578 0.0000000
28:10.5%-14:7% -3.0699555 -4.3355389 -1.8043721 0.0000066
7:10.5%-14:7% -3.4130988 -4.6786822 -2.1475154 0.0000016
28:7%-21:7% 10.3636089 9.0980255 11.6291923 0.0000000
7:7%-21:7% 0.2164507 -1.0491327 1.4820341 0.9984993

14:10.5%-21:7% -12.6778532 -13.9434366 -11.4122697 0.0000000
21:10.5%-21:7% -12.4241792 -13.6897627 -11.1585958 0.0000000
28:10.5%-21:7% -10.3046936 -11.5702770 -9.9391102 0.0000000
7:10.5%-21:7% -10.6478369 -11.9134203 -9.3822534 0.0000000
7:7%-28:7% -10.1471582 -11.4127416 -8.8815748 0.0000000
14:10.5%-28:7% -23.0414621 -24.3070455 -21.7758786 0.0000000
21:10.5%-28:7% -22.7877881 -24.0533716 -21.5222047 0.0000000
8:7%

28:10.5%-2 -20.6683025 -21.9338859 -19.4027191 0.0000000
7:10.5%-28:7% -21.0114458 -22.2770292 -19.7458623 0.0000000
14:10.5%-7:7% -12.8943038 -14.1598873 -11.6287204 0.0000000
21:10.5%-7:7% -12.6406299 -13.9062133 -11.3750465 ©.0000000
28:10.5%-7:7% -10.5211443 -11.7867277 -9.2555608 ©.0000000
7:10.5%-7:7% -10.8642875 -12.1298710 -9.5937041 0.0000000

21:10.5%-14:10.5%  0.2536739 -1.0119095 1.5192573 0.9959863
28:10.5%-14:10.5%  2.3731596 1.1075762 3.6387430 0.0001585
7:10.5%-14:10.5% 2.0300163 0.7644329  3.2955997 0.0008887
28:10.5%-21:10.5%  2.1194857 0.8539022 3.3850691 0.0005618
7:10.5%-21:10.5% 1.7763424 9.5107590  3.0419258 0.0033558
7:10.5%-28:10.5% -0.3431433 -1.6087267 ©.9224401 0.9770255




