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RESUMEN

La industria alimentaria busca aprovechar materias primas y subproductos en el desarrollo de
alimentos funcionales. En ese contexto, el objetivo de esta investigacion fue elaborar y realizar
la caracterizacion fisicoquimica y la evaluacion de la actividad antioxidante mediante los
métodos DPPH y ABTS de una bebida tipo kombucha enriquecida con sanky (Corryocactus
brevistylus) liofilizado. Ademas, se evalu¢ el contenido de compuestos fendlicos totales de la
bebida y, de manera complementaria, se realizo la caracterizacion microbioldgica del consorcio
SCOBY empleado, identificandose aislamientos con similitud a levaduras como Starmerella
bacillaris y Brettanomyces bruxellensis, y bacterias acido-acéticas como Komagataeibacter

oboediens y Komagataeibacter xylinus.

Por otro lado, durante la fermentacion (168 h a 28 °C) con diferentes concentraciones de sanky
(0%, 2.5%, 5% y 10%), se observo una disminucion progresiva del pH hasta aproximadamente
3.00 y de los sélidos solubles, junto con un incremento del 4cido acético 4.74%, siendo mas
marcado en la mayor concentracion. Asimismo, la actividad antioxidante y el contenido de
polifenoles totales aumentaron con el tiempo de fermentacion y con la adicion de sanky,
alcanzando sus valores mas altos en el tratamiento al 10% con 58.23% de inhibicion y 1.5248
pmol TE/mL mediante DPPH 14.1858 umol TE/mL mediante ABTS y 3.5760 mg EAG/mL de
polifenoles totales. Se concluye que el consorcio SCOBY presentd microorganismos
caracteristicos de este tipo de fermentaciéon y que la incorporacion de sanky liofilizado,
especialmente al 10%, favorecio el incremento de las propiedades antioxidantes de la bebida en

las condiciones evaluadas, sugiriendo su potencial como bebida fermentada enriquecida.

Palabras clave: bebida tipo kombucha, sanky (Corryocactus brevistylus), actividad

antioxidante.



ABSTRACT

The food industry seeks to utilize raw materials and byproducts in the development of
functional foods. In this context, the objective of this research was to develop and perform the
physicochemical characterization and antioxidant activity evaluation using the DPPH and
ABTS methods of a kombucha-type beverage enriched with freeze-dried sanky (Corryocactus
brevistylus). Additionally, the total phenolic compound content of the beverage was evaluated,
and, complementarily, the microbiological characterization of the SCOBY consortium used
was carried out, identifying isolates similar to yeasts such as Starmerella bacillaris and
Brettanomyces bruxellensis, and acetic acid bacteria such as Komagataeibacter oboediens and

Komagataeibacter xylinus.

On the other hand, during fermentation (168 h at 28 °C) with different concentrations of sanky
(0%, 2.5%, 5%, and 10%), a progressive decrease in pH to approximately 3.00 and in soluble
solids was observed, along with an increase in acetic acid to 4.74%, which was more
pronounced at the highest concentration. Likewise, antioxidant activity and total polyphenol
content increased with fermentation time and the addition of sanky, reaching their highest
values in the 10% treatment with 58.23% inhibition and 1.5248 pmol TE/mL by DPPH,
14.1858 umol TE/mL by ABTS, and 3.5760 mg GAE/mL of total polyphenols. It is concluded
that the SCOBY consortium presented microorganisms characteristic of this type of
fermentation and that the incorporation of freeze-dried sanky, especially at 10%, favored the
increase of the antioxidant properties of the beverage under the evaluated conditions, suggesting

its potential as an enriched fermented beverage.

Keywords: kombucha-type beverage, sanky (Corryocactus brevistylus), antioxidant activity.
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INTRODUCCION

Actualmente, la industria alimentaria estd en busqueda de nuevos productos que no sélo
proporcionen nutrientes, sino que también brinden beneficios para la salud a través de una
nutricion eficiente. En consecuencia, existe un incremento en la fabricacion de alimentos con
caracteristicas funcionales; estos se definen como alimentos con propiedades adicionales a su
funcién primaria de nutricion y tienen la capacidad de ejercer efectos fisioldgicos en el

organismo y reducir el riesgo de enfermedades (1).

Se ha evidenciado un incremento en el consumo de las bebidas funcionales, ya que han captado
la atencion del publico debido a sus beneficios para la salud, observandose un mayor
reconocimiento en los ultimos afios por parte de los consumidores. Ademas, se preveé un notorio

crecimiento de este mercado durante los proximos 10 afios (2).

En linea con esta tendencia, el interés por los alimentos y bebidas funcionales ha crecido
notablemente en los Gltimos afios, impulsado por una mayor conciencia sobre el vinculo entre
la alimentacion y la salud a largo plazo, especialmente cuando se trata de productos que aportan
compuestos bioactivos con efectos beneficiosos. Es asi como las bebidas funcionales han
ganado gran popularidad, al ofrecer una manera practica de incorporar sustancias saludables en
la dieta diaria, destacando entre ellas aquellas con actividad antioxidante, que ayudan a proteger
las células del estrés oxidativo, un proceso asociado al desarrollo de diversas enfermedades
cronicas. Un claro ejemplo de este tipo de bebidas es la kombucha, una bebida fermentada
tradicional que se obtiene a partir de té azucarado gracias a la accion de un consorcio simbiotico
de bacterias y levaduras, conocido como SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast).
Durante la fermentacion, los microorganismos metabolizan los azucares y los compuestos del
té, generando una bebida rica en acidos orgénicos, vitaminas, aminodcidos y compuestos
fendlicos. Esta transformacién bioquimica es clave para las propiedades funcionales de la
kombucha, pues la actividad metabolica del consorcio produce diversos metabolitos bioactivos

que aumentan tanto su valor nutricional como su potencial para la salud (3).

Asimismo, diversos estudios han demostrado que el proceso de fermentacion influye
significativamente en el perfil antioxidante de la kombucha. La actividad microbiana puede
transformar compuestos fenolicos complejos presentes en las hojas de té en moléculas mas
pequetias y biodisponibles, lo que puede generar incrementos en el contenido total de
compuestos fendlicos y en la capacidad antioxidante en comparacion con el té sin fermentar.

Con el objetivo de potenciar estas propiedades funcionales, diferentes investigaciones han



explorado la incorporacién de frutas, vegetales y plantas como sustratos adicionales durante la
fermentacion. Esta practica no solo permite diversificar las caracteristicas sensoriales de la
bebida, sino también enriquecerla con compuestos bioactivos propios de los ingredientes

anadidos (4).

En este contexto, los frutos nativos de la region andina representan una alternativa prometedora
para el desarrollo de nuevas bebidas funcionales. El sanky (Corryocactus brevistylus), fruto
originario de los Andes, destaca por su elevado contenido de acido ascorbico, compuestos
fendlicos y otros metabolitos con potencial antioxidante. No obstante, su aplicacion en bebidas

fermentadas como la kombucha ha sido poco estudiada (5).

Por ello, la presente investigacién tiene como objetivo general elaborar y caracterizar las
propiedades fisicoquimicas y la capacidad antioxidante de una bebida tipo kombucha
enriquecida con sanky (Corryocactus brevistylus) liofilizado. Ademas, se evaltan el contenido
de compuestos fenolicos totales, la capacidad antioxidante in vitro, determinada mediante los
métodos DPPH y ABTS. De manera complementaria, se realizd la caracterizacion
microbioldgica del consorcio SCOBY empleado, con el fin de identificar los microorganismos

predominantes en el proceso fermentativo.



HIPOTESIS

La adicion de sanky (Corryocactus brevistylus) liofilizado en diferentes concentraciones
durante la fermentacion de kombucha modifica significativamente las variables fisicoquimicas
del producto y permite obtener una bebida funcional con mayor actividad antioxidante y mayor
contenido de polifenoles totales, existiendo una concentracion optima de sanky que maximiza

estos atributos.



OBJETIVOS

Objetivo general

e Elaborar y caracterizar fisicoquimica y analiticamente una bebida fermentada a base de

Kombucha y Sanky (Corryocactus brevistylus) liofilizado.

Objetivos especificos

e Aislar, caracterizar e identificar los microorganismos del consorcio SCOBY/kombucha
utilizados en la fermentacion.

e Determinar el efecto de la concentracion de sanky en la fermentacion y variables
fisicoquimicas.

e Determinar la concentracion adecuada de sanky (Corryocactus brevistylus) para la
elaboracion de una bebida funcional segin su actividad antioxidante.

e Determinar la concentracion adecuada de sanky (Corryocactus brevistylus) para la

elaboracion de una bebida funcional segun los polifenoles totales.



VARIABLES E INDICADORES

A continuacidn, se presenta el cuadro con las variables dependientes e independientes que
fueron evaluadas en este proyecto.

Tabla 1. Operacionalizacion de variables

VARIABLES INDICADORES CATEGORIAS INSTRUMENTOS

Variables independientes

Dosificacion de sanky Concentracion de
(Corryocactus liofilizado de sanky en la % p/v Balanza analitica
brevistylus) formulacion
Tiempo Tiempo de fermentacion Horas Cronometro digital

Variables dependientes

Actividad antioxidante

(DPPH) pumoL TE/mL  Espectrofotometro

Capacidad

antioxidante a o
Actividad antioxidante

(ABTS) umoL TE/mL  Espectrofotometro

Compuestos fendlicos Contenido de polifenoles mg EAG/mL  Espectrofotometro

totales totales
o . Contenido de acido Titulacién acido-
Acido acético L. %
acético base

, Contenido de azucares ,
Azucares reductores g/L Espectrofotometro
reductores

Sélidos solubles Contenido de solido °Brix Refractometro
ssolubles

pH pH de fermentacion 0-14 pHmetro

Variable de control

Temperatura de

. °C Termometro digital
fermentacion

Temperatura

Nota: Elaboracién propia.



CAPITULO1

MARCO TEORICO



1.1 Kombucha

1.1.1 Generalidades

La kombucha es una bebida fermentada elaborada a partir de té¢ y sacarosa como fuente de
carbono, mediante la accion simbidtica de bacterias dcido-acéticas y levaduras que conforman

el denominado SCOBY (6,7).

1.1.2 Composicion de la kombucha

1.1.2.1 SCOBY y composicion microbiana

El proceso fermentativo es llevado a cabo por el SCOBY, el cual transforma la sacarosa en
diversos metabolitos, como etanol y acidos organicos, principalmente acido acético que, segin
el origen del inoculo, pueden influir en las caracteristicas finales de la bebida (8). Dentro de
este consorcio microbiano se han identificado bacterias como Acetobacter aceti, Bacterium
gluconicum y Acetobacter pasteurianus, y Komagataeibacter spp., asi como levaduras de los

géneros Saccharomyces, Brettanomyces 'y Starmerella (9).
1.1.2.2 Sustratos de fermentacion

El té utilizado puede variar entre t€ negro, verde u oolong, lo que influye en las caracteristicas
sensoriales de la bebida final (10). La principal fuente de carbono es la sacarosa; sin embargo,
el uso de otros azicares o subproductos como la melaza puede modificar el proceso

fermentativo debido a su contenido de minerales y compuestos organicos (11).

1.1.3 Fermentacion de la bebida tipo kombucha

La fermentacion comprende dos procesos principales: una fermentacion alcohdlica llevada a

cabo por levaduras, y una oxidacion posterior mediada por bacterias acido-acéticas (12—14).

Durante este proceso, la sacarosa es hidrolizada en glucosa y fructosa por accion de la invertasa;
posteriormente, las levaduras convierten estos azicares en etanol mediante glucdlisis, mientras

que las bacterias oxidan el etanol a 4cido acético (7,11,15).

Asimismo, las bacterias del género Acetobacter participan en la formaciéon de acido acético y
otros compuestos como acido glucénico, ademas de contribuir a la sintesis de celulosa que da

origen a la estructur a del SCOBY (15,16).



1.1.3.1 Metabolismo de las levaduras

Las levaduras presentes en el SCOBY participan activamente en las primeras etapas de la
fermentacion debido a su capacidad para utilizar azucares como fuente de energia. Entre los
géneros mas reportados en kombucha destacan Saccharomyces, Brettanomyces,
Zygosaccharomyces y Starmerella, los cuales presentan tolerancia a condiciones acidas y a
concentraciones moderadas de etanol generadas durante el proceso fermentativo. Ademas,
algunas levaduras contribuyen a la formacion de compuestos aromadticos, influyendo en las

caracteristicas sensoriales y funcionales de la bebida (8).
1.1.3.2 Produccion de acido acético

Las bacterias acido-acéticas emplean el etanol producido durante la fermentacién como sustrato
para la sintesis de 4cido acético. Este proceso favorece la disminucion progresiva del pH y el
incremento de la acidez caracteristica de la kombucha. Entre los géneros asociados a esta
actividad destacan Acetobacter, Gluconobacter y Komagataeibacter, microorganismos

adaptados a medios acidos y aerobios (8).
1.1.3.3 Produccion de celulosa y metabolitos bioactivos

Algunas bacterias acido-acéticas, principalmente del género Komagataeibacter, poseen la
capacidad de sintetizar celulosa bacteriana, formando la biopelicula caracteristica del SCOBY.
Esta estructura proporciona soporte y proteccion al consorcio microbiano durante la
fermentacion. Asimismo, las interacciones metabdlicas entre bacterias y levaduras favorecen la
generacion de metabolitos bioactivos, incluyendo acidos orgénicos, vitaminas y compuestos

con capacidad antioxidante, asociados a las propiedades funcionales de la kombucha (8).

1.1.4 Beneficios de la bebida tipo kombucha

1.1.4.1 Efecto antioxidante

El potencial funcional de la bebida tipo kombucha se asocia principalmente a la presencia de
compuestos fendlicos y otros metabolitos generados durante la fermentacion, los cuales
presentan capacidad antioxidante (14,17). Estos compuestos contribuyen a la neutralizacion de
radicales libres, siendo su concentracion dependiente de las condiciones del proceso

fermentativo (18).



1.2 Sanky (Corryocactus brevistylus)

1.2.1 Generalidades

Sanky (Corryocactus brevistylus), viene a ser una planta perteneciente a las cacticeas
autoctonas de los Andes. En la comunidad local de Arequipa, este fruto recibe el apodo de
""quita hambre”" y es apreciado como un alimento energético durante largas jornadas de trabajo.
A pesar de esto, la cascara de este fruto a menudo se subestima debido a la falta de informacion,

aunque podria albergar valiosas sustancias bioactivas (19).

1.2.2 Propiedades

El sanky (Corryocactus brevistylus) ha despertado interés debido a su contenido de compuestos
bioactivos, principalmente compuestos fendlicos, vitaminas y minerales. Diversos estudios
sefialan que estos compuestos contribuyen a su capacidad antioxidante, lo que ha motivado su

uso potencial en el desarrollo de alimentos funcionales y productos nutracéuticos (20):

1.2.3 Composicion nutricional

El Sancayo o Sanky es una especie perteneciente a las cacticeas, caracterizadas por su
morfologia similar a la de un cactus arbustivo que se ramifica desde la base, que alcanza alturas
que oscilan entre 1.5 y 5.0 m. Presenta un tronco corto y robusto con un didmetro hasta 50 cm,

predominantemente con ramificacion desde su origen (21).

1.3 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se define como la capacidad de ciertos compuestos para inhibir o
retardar la oxidacion de un sustrato, incluso cuando se encuentran en bajas concentraciones.
Estos compuestos pueden clasificarse en antioxidantes primarios, que interrumpen las
reacciones en cadena de oxidacion, y antioxidantes secundarios, que actuan retardando la

velocidad de dichas reacciones (22).

1.4 Métodos de Cuantificacion de capacidad antioxidante

La necesidad de una evaluacion del estado de antioxidantes en nuevos componentes
alimenticios ha hecho que se desarrollase diversas técnicas para medir la capacidad de

antioxidantes presentes en la dieta (23). La actividad de un antioxidante no puede llegarse a



evaluar de manera directa, sino que se evalua a través de los efectos que tiene en la regulacion

del nivel de oxidacion (22).

1.4.1 Meétodo Folin-Ciocalteu

La prueba de Folin-Ciocalteu es un método ampliamente utilizado para determinar el contenido
fendlico total (CPT) en alimentos de origen vegetal, bebidas y muestras bioldgicas. Aunque
inicialmente se disefid para analizar proteinas, fue adaptada para evaluar polifenoles,
especialmente en vinos, y se ha convertido en un estandar para medir la capacidad antioxidante.
Este ensayo, basado en la reduccion de un reactivo complejo que incluye 4cidos fosfomolibdico
y fosfotiingstico, genera un cromoforo azul con maxima absorcidén a 765 nm, siendo el acido
galico el estdndar mas utilizado. La prueba es simple, reproducible y robusta, aunque puede

sobreestimar el CPT debido a la interferencia de agentes reductores no fenolicos (24).

1.4.2 Meétodo DPPH

El método DPPH se basa en la reduccion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe),
el cual presenta una coloracion purpura que disminuye al reaccionar con compuestos
antioxidantes. Esta disminucion de color se mide espectrofotométricamente a una longitud de

onda de 517 nm, siendo proporcional a la capacidad antioxidante de la muestra (24).

1.4.3 Método ABTS

Consiste en evaluar la capacidad que poseen los antioxidantes encargados de neutralizar el
radical catién estable conocido como 2,2 — azinobis (acido 3 — etilbenzotiotiazolin — 6 —
sulfénico) (ABTS e +), el cual viene a ser un cromoforo color azul-verde de maxima
absorcion a 734 nm, cuya intensidad en su color disminuye en presencia de antioxidantes,
ABTS «+ puede producirse por oxidacion del ABTS en presencia de agentes oxidantes. La
medida del grado de decoloracion del color azul-verde, cuantificado como una caida repentina
de la absorbancia a 734 nm, esta influenciada por el tiempo de reaccidn, actividad antioxidante

intrinseca y concentracion de muestra evaluada (24).

1.5 Marco legal

La investigacion y desarrollo de alimentos y bebidas destinadas al consumo humano debe

cumplir con normativas que garanticen su inocuidad, calidad y correcta caracterizacion. En este
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contexto, los organismos internacionales y las legislaciones nacionales establecen lineamientos

para la produccion, control y comercializacion de alimentos y bebidas funcionales.

En el Pert, la Ley N.° 1062 — Ley de Inocuidad de los Alimentos establece los principios
generales para garantizar que los alimentos destinados al consumo humano sean seguros y aptos
para su consumo. Asimismo, el Reglamento sobre Vigilancia y Control Sanitario de Alimentos
y Bebidas, aprobado mediante Decreto Supremo N.° 007-98-SA, regula las condiciones

sanitarias de elaboracion, almacenamiento y comercializacion de alimentos y bebidas (25).

1.6 Analisis antecedentes investigativos

1.6.1 Investigaciones nacionales

Peng et al. (26) desarrollaron un sistema de edicion genética basado en el gen sacB para
modificar cepas de Komagataeibacter xylinus aisladas del SCOBY de kombucha, con el
objetivo de optimizar la produccion de celulosa bacteriana y estudiar la funcion de los
operones bcs involucrados en su biosintesis. Mediante eliminaciones, inserciones y reemplazos
génicos, los autores demostraron que el operdn bes I es esencial para la produccion de celulosa,
mientras que la eliminacion de los operones bcs Iy bes 111 incremento significativamente el
didmetro de las fibras y la cristalinidad de las peliculas de celulosa obtenidas. Estos resultados
evidencian que la ingenieria genética de los microorganismos presentes en el SCOBY permite
no solo aumentar el rendimiento de compuestos de interés, sino también modificar sus
propiedades fisicoquimicas, abriendo nuevas posibilidades para el disefio de biopolimeros con

aplicaciones especificas en las industrias médica, electronica y alimentaria.

Rojas et al. (19) evaluaron la extraccion asistida por ultrasonido de compuestos fendlicos de la
cascara de sanky (Corryocactus brevistylus), considerando variables como concentracion de
solvente, tiempo y temperatura. Los resultados mostraron un alto contenido de compuestos
fenolicos, alcanzando valores de hasta 43.9 mg de acido galico por gramo de muestra seca.
Estos resultados evidencian el potencial del sanky como fuente de compuestos bioactivos con

capacidad antioxidante

Diaz (27) en su tesis titulada “Nueva bebida andloga a la kombucha hecha de molle, matico y
cedron: perfiles bioactivo y sensorial”, desarrollé una bebida tipo kombucha a partir de matico
(Buddleja globosa), molle (Schinus molle L.) y cedron (Aloysia citriodora), empleando

fermentacion con SCOBY en medio azucarado. Se evaluaron parametros fisicoquimicos,
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contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante. Los resultados mostraron que
formulaciones con mayor proporcion de molle presentaron mayor formacion de acidos
organicos, mientras que combinaciones con matico evidenciaron altos niveles de compuestos
fenolicos y actividad antioxidante superior al 70%. Estos resultados confirman el potencial de

materias primas vegetales en la mejora del perfil antioxidante de bebidas fermentadas.

Pachas (28) determind el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante en
cervezas artesanales e industriales mediante los métodos Folin-Ciocalteu y DPPH. Los
resultados evidenciaron mayores concentraciones de compuestos fendlicos y mayor actividad
antioxidante en cervezas artesanales en comparacion con las industriales. Esto demuestra la

relacion entre el contenido fenodlico y la capacidad antioxidante en bebidas fermentadas.

Surco Laos et al. (29) evaluaron el contenido de compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante en extractos de semillas de Vitis vinifera mediante técnicas de extraccion asistida
y el método DPPH. Los resultados evidenciaron concentraciones significativas de compuestos
bioactivos con alta capacidad antioxidante, destacando su potencial en el desarrollo de

productos funcionales.

Contreras-Lopez et al. (30) evaluaron la actividad antioxidante y el contenido de compuestos
fenolicos en formulaciones de infusiones a base de cascara de sanky (Corryocactus brevistylus)
y canela (Cinnamomum verum). Los resultados mostraron diferencias significativas (p < 0.05),
con altos niveles de fenoles totales y actividad antioxidante en las formulaciones evaluadas.

Estos hallazgos confirman el potencial del sanky como fuente de compuestos bioactivos

1.6.2 Investigaciones internacionales

Vasquez (31) en su tesis titulada “Estandarizacion del proceso de fermentacion y evaluacion
sensorial de una bebida tipo kombucha utilizando infusiones herbales”, estandarizo el proceso
de fermentacion y caracterizd bebidas tipo kombucha elaboradas con infusiones herbales.
Mediante andlisis cromatograficos se identificaron compuestos como epigalocatequina galato
(EGCQG), cafeina y acido galico, asociados a la actividad antioxidante. Los resultados
evidencian la presencia de compuestos fendlicos relevantes generados durante el proceso

fermentativo.

Villamar (32) evalud la capacidad antioxidante de bebida tipo kombucha elaborada con pulpa

de Artocarpus heterophyllus, utilizando el método DPPH. Los resultados mostraron valores de
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actividad antioxidante de hasta 19.1 mg EAG/L, evidenciando que la incorporacion de matrices

vegetales puede incrementar el potencial antioxidante de la bebida.

Moran y Quimis (33) evaluaron las propiedades fisicoquimicas y la actividad antioxidante de
una bebida tipo kombucha con extracto de hoja de banano. Los resultados evidenciaron
disminucion de pH y °Brix durante la fermentacion, asi como valores de actividad antioxidante
superiores al 70% mediante DPPH. Estos resultados confirman la influencia del proceso

fermentativo en la generacion de compuestos antioxidantes.

Morales (34) en su tesis titulada “Aplicacion de mucilago de cacao como fuente de aziicares
en el proceso fermentativo del SCOBY para obtener una bebida fermentada”, evaluo el uso de
mucilago de cacao como fuente de azucares en el proceso fermentativo del SCOBY para la
obtencion de una bebida fermentada. Los resultados mostraron caracteristicas fisicoquimicas
adecuadas y ausencia de microorganismos no deseados, confirmando la viabilidad del proceso

fermentativo y su aplicacion en nuevas formulaciones

Lee (35) evalud la bebida tipo kombucha elaborada con trigo sarraceno y bardana,
determinando la actividad antioxidante mediante los métodos DPPH y ABTS. Los resultados
evidenciaron un alto contenido de polifenoles (180 pg/mL) y una capacidad de inhibicién
superior al 90%, confirmando que ingredientes ricos en compuestos fendlicos incrementan

significativamente la actividad antioxidante de la bebida.
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS
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2.1 Lugar de ejecucion

La presente investigacion se desarrolld en el grupo de investigacion “Biotecnologia Microbiana
y Biomasa” (BIOMIAS) de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, ubicado en la sede
de Medicina de San Fernando, Lima, Pert. Los analisis fisicoquimicos, microbiologicos y de

actividad antioxidante se realizaron en los laboratorios del mencionado grupo de investigacion.

El desarrollo experimental de la investigacion se llevo a cabo durante el periodo comprendido

entre los meses de 2024 de agosto y febrero de 2025.

2.2 Materiales

2.2.1 Materiales, reactivos y equipos

Los equipos, reactivos y materiales de laboratorio empleados en esta investigacion se

encuentran descritos en el Anexo 1.

2.2.2  Materia prima

Se obtuvo la fruta de sanky (Corryocactus brevistylus) fresca, proveniente de forma silvestre
en la provincia de Castilla, departamento de Arequipa, especificamente en el distrito de
Andagua (15°29'S; 72°21" O), a una altitud de 3574 m s. n. m. La recoleccion correspondiente

a la temporada de invierno.

El té negro (Camellia Sinensis) empleado como sustrato de fermentacion fue de origen

comercial, correspondiente a la marca Del Valle Premium Cusco (Agrofilhuyro), Peru.

2.2.3  Material biolégico

El cultivo simbidtico de bacterias y levaduras (SCOBY) fue obtenido a partir de un cultivo
madre comercial de la empresa Kombucha Peru, adquirido en la ciudad de Lima, Perq, y
empleado como indculo en el proceso fermentativo. Este SCOBY comercial constituyo el
sistema biologico principal utilizado en los ensayos de fermentacion de kombucha
suplementada con sanky. A partir de este mismo cultivo se realizaron, de manera
complementaria, el aislamiento e identificacion de levaduras y bacterias acido-acéticas, con

fines de caracterizacion microbiolédgica del consorcio empleado.
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2.3 Métodos Analiticos

2.3.1 Analisis proximal del sanky (Corryocactus brevistylus)

Se realiz6 el analisis proximal del sanky fresco en el laboratorio Centro de Control Analitico
(CCA), ubicado en la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos. Los ensayos incluyeron la determinacion de humedad, cenizas, grasas,
proteinas, fibras y carbohidratos, empleando métodos oficiales de la AOAC. La humedad fue
determinada mediante secado en estufa (AOAC 966.2), las cenizas por incineracion en mufla
(AOAC 941.12), las grasas mediante extraccion Soxhlet (AOAC 930.09), las proteinas por el
método Kjeldahl (AOAC 977.02), la fibra mediante digestion acido-alcalina (AOAC 930.10) y
los carbohidratos por diferencia (AOAC 931.02).

De manera complementaria, se obtuvo también el analisis proximal de sanky liofilizado en el
Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos de la Universidad Nacional Agraria La
Molina, con fines de registro y documentacion del proceso, empleando métodos oficiales

AOAC para la determinacion de humedad, proteina total, extracto etéreo, fibra cruda y cenizas.

2.3.2 Liofilizacion de la muestra de sanky (Corryocactus brevistylus)

Las muestras de sanky (Corryocactus brevistylus) fueron sometidas al proceso de liofilizacion
(Figura 1), realizada por la empresa Industrias RAN SAC. Previamente, la fruta fue
acondicionada y fraccionada para su procesamiento. Para la obtencion del liofilizado, se
emplearon aproximadamente 25 kg de pulpa fresca de sanky. La liofilizacién consistio en la
deshidratacion de la muestra mediante congelacion y posterior eliminacion del agua por
sublimacién a bajas temperaturas y presion reducida, con la finalidad de preservar los

compuestos bioactivos y minimizar alteraciones fisicoquimicas.

El proceso permitio obtener un producto deshidratado con menor contenido de humedad y
mayor estabilidad para su almacenamiento y posterior evaluaciéon experimental. Una vez
obtenida la muestra liofilizada, esta fue almacenada en bolsas herméticas de polipropileno,
protegidas de la humedad y de la exposicion prolongada a altas temperaturas hasta su utilizacion
en los analisis correspondientes. La liofilizacion permite conservar compuestos bioactivos
sensibles al calor, debido a que reduce los cambios oxidativos y favorece la estabilidad del

producto durante el almacenamiento, como reportan estudios previos (36).
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Liofilizado de Sanky
(Corryocactus
4 brevistylus) Pulpa

Figura 1. Sanky (Corryocactus brevistylus) liofilizado

2.3.3 Determinacion de azucares reductores

Se realiz6 mediante el método colorimétrico con acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS) el cual causa
una reduccion en presencia de calor y de aztcares reductores, determindndose los grupos
carbonilos libres (C=0), obteniéndose un cambio de color visible de amarillo a rojo la cual se
da en una relacion estequiométrica de 1 mol de azicar con 1 mol de &cido 3,5-dinitrosalicilico

lo cual permite cuantificar la presencia de azucares reductores en una muestra (37), (Figura 2).

HO.__O CHO 60, COOH
—OH —|oH
OH |, HO— OH , HO——
20+ N2 —~oH 0. —OH
1 1 —OH fl\ll NH, —1—OH
Y 0 CH,OH o) CH,OH
Acido 3,5-dinitrosalicilico =~ D-Glucosa Acido 3-amino-5-nitro  Acido D-glucénico

(amarillo) saliclicilico [l

Figura 2. Reaccion de DNS para deteccion de glucosa.

Para la preparacion del reactivo DNS se depositaron 50 mL de agua destilada en un vaso de
250 mL, a los que se adicionaron 1,6 g de hidréxido de sodio (NaOH), disolviéndolos mediante
agitacion continua en una plancha magnética a temperatura ambiente. Posteriormente, se
afadieron lentamente 43,8 g de tartrato de sodio y potasio hasta lograr su completa disolucion,
optimizando el proceso a 60 °C durante 10 minutos (38). El vaso se recubri6 con papel aluminio
para proteger de la luz, y se incorporaron lentamente 1 g de acido 3,5-dinitrosalicilico. La
solucidon se completé con agua destilada hasta 100 mL en un balén aforado, dejandola en

agitacion toda la noche en un frasco oscuro (39).

Para la cuantificacion de azucares reductores se elabord una curva patron a partir de distintas

concentraciones de glucosa en ppm (38).
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Se tomaron 0,5 mL de cada concentracion de glucosa, se mezclaron con 0,5 mL de agua
destilada y 1 mL de reactivo DNS en tubos aparte. Los tubos se incubaron en bafio maria a 95
°C durante 5 minutos, luego en bafio de hielo por 5 minutos. A cada tubo se agregaron 3 mL de
agua destilada y se homogenizaron en vortex por 0,5 minutos. Finalmente, se midi6 la

absorbancia de cada muestra a 540 nm en un espectrofotdmetro (39) (Anexo 4).

En el caso de las muestras, se mezclaron 0,5 mL de muestras con 0,5 mL del reactivo DNS en
tubos de ensayo, los cuales fueron agitados en vortex, y se llevaron a ebullicion durante 5
minutos en bafio maria. Posteriormente, los tubos se enfriaron en un bafio de hielo durante 5
minutos, se afiadieron 3 mL de agua destilada a cada uno, se agitaron nuevamente en vortex y
se dejaron reposar durante 15 minutos. Finalmente, se midi6 la absorbancia a 540 nm utilizando

un espectrofotometro visible (40).

2.3.4 Determinacion de pH

Se midio la tasa de cambios del pH por el método potenciométrico, basandose en el método
AOAC 981.12. Inicialmente, el potenciometro se calibro a tres puntos con buffers de pH 4, 7 y
10 (41). Una vez obtenidas las muestras de fermentacion se centrifugaron a 3000 rpm a 10 °C,
y en un matraz de 25 mL se coloca el sobrenadante y se deja en reposo, hasta que se estabilice

el rango pH.

2.3.5 Determinacion de acidez titulable (acido acético)

La acidez titulable se midié segln la técnica oficial AOAC (1999) (42), que se basa segun a
una volumetria acido-base, que valora la acidez de la fermentacion, expresada en g de acido
acético por cada litro de muestra fermentada. Se colocaron 1 mL del sobrenadante de
fermentacion (previamente centrifugado) mas 10 mL de agua destilada en un matraz de 100
mL, después se agrego6 una gota del indicador de fenolftaleina e inmediatamente se titulo con
NaOH 0,1 N. Cuando se observo que la solucion se torna de color rosada rocella se finalizo la
titulacion y el volumen gastado fue utilizado para el célculo del 4cido acético, segln la siguiente

formula:

(A*B=*C)=*100
D

% Acido acético =
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Donde A es el volumen gastado de NaOH; B la normalidad de la solucion de NaOH (0.1); C el
peso equivalente expresado en g de dcido predominante en la muestra (acido acético 60 g/meq)

y D peso en gramos de la muestra utilizada (43).

2.3.6 Determinacion de solidos solubles

El contenido de solidos solubles (°Brix) fue determinado de acuerdo con el método AOAC
932.12, con un refractdometro manual que consiste en la cantidad de so6lidos solubles
(comunmente azuicares) disueltos en un liquido (44). Inicialmente, al realizar la medicion, el
prisma del refractometro se limpid con agua destilada; luego, se coloco una gota de la muestra
de fermentacion (previamente centrifugado) sobre la superficie del refractometro, asegurando
una cobertura uniforme. Se dirigi6 el refractometro hacia una fuente de luz y se registro el valor
en la escala de °Brix. El prisma se limpi6 con agua destilada entre cada medicion. Las lecturas

se realizaron a cada muestra por duplicado.

2.3.7 Evaluacion de capacidad antioxidante:

a. Método DPPH

El ensayo de antioxidantes se fundamenta en la captura del radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo), lo que genera una disminucion en la absorbancia a 515/517 nm. Este ensayo se
basa en el mecanismo de transferencia de un solo electrén (SET, Single Electron Transfer), el
cual permite evaluar la capacidad de un compuesto antioxidante para transferir un electrén y
reducir diversas sustancias, incluidos metales, carbonilos y radicales. La sustancia antioxidante
actiia como donante de atomos de hidrogeno al ser afiadida a la solucion de DPPH, reduciendo
el radical DPPH y formando hidracina, lo que provoca que la solucion vire del violeta a amarillo
claro, Figura 3. Al no estar limitado a un tipo especifico de compuestos, este método constituye
una herramienta sencilla para determinar el potencial antioxidante total de diferentes muestras

(45).
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Figura 3. Esquema general del ensayo DPPH

Para la preparacion de reactivos, se empled una solucion de DPPH ajustada a una concentracion
de 2.1 mmol/L, siguiendo el procedimiento reportado en el método de referencia. Para ello, se
disolvieron 4.14 mg de DPPH (MM = 394.32 g/mol) en un volumen total de 5 mL de metanol.
La solucidén fue homogenizada mediante agitacion durante un periodo de 40 a 50 minutos.
Posteriormente, se comprobd la absorbancia de la solucion DPPH a 517 nm, verificando que se
encontrara dentro del rango establecido de 1.00 + 0.05, equivalente al control utilizado en el

método de referencia

Para la curva de calibracion, se prepar6 una soluciéon madre de Trolox (&cido-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) disolviendo 1 mg de Trolox en 20 mL de metanol (50 pg/mL),
que fue utilizada como solucién de trabajo para preparar las concentraciones estandar. A partir

de esta, se realizaron diluciones para obtener concentraciones finales de 0.02 a 0.04 mmol/L.

Para la construccion de la curva de calibracion, el ensayo fue adaptado a formato de microplaca,
afnadiendo 280 pL de la soluciéon de DPPH y 20 pL de las soluciones estandar de Trolox en
cada pocillo, alcanzando un volumen de 300 puL (Tabla 2) y se llevo a incubar durante 30
minutos, protegiéndolas de la luz directa. Las absorbancias se leyeron utilizando un

espectrofotdmetro ajustado a un rango de 517 nm (45).

Tabla 2. Preparacion de soluciones para la curva estdndar del ensayo DPPH en

microplaca.

Concentracion ~ Sol. DPPH Trolox Metanol (ul) Volumen
(ug/mL) (ub) (ul/mL) total (ul)

Blanco - - 300 300

0 280 - 20 300

0.5 280 1.5 18.5 300

1 280 3.0 17 300

1.5 280 4.5 15.5 300

2 280 6 14 300

Nota: Elaboracion propia.
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En cuanto al porcentaje de actividad antioxidante (%AAQO), la prueba se baso en el cambio de
color de la solucion, que pasé de violeta a amarillo (45). Este cambio se atribuye a la reduccion
del radical DPPH (violeta) a DPPH-H. La disminucion en la absorbancia a 517 nm reflejo este
proceso, resultando en una curva decreciente. Para determinar el %Inhibicion, se utilizaron los

valores obtenidos durante las pruebas y se aplicaron a la formula correspondiente.

S Inhiblg (Abs del Control DPPH — Abs de la muestra) 100
_ *
oimalbicion Abs del Control DPPH

Para el procesamiento de la muestra de liofilizado de sanky (Corryocactus brevistylus), se
prepararon extractos a partir de tres concentraciones distintas: 0.1 g, 0.2 gy 0.3 g del material,
disueltos cada uno en 1 mL de metanol al 100 %, obteniéndose concentraciones iniciales de
0.1, 0.2 y 0.3 g/mL, respectivamente. Las soluciones fueron protegidas de la luz y sometidas a
un tratamiento con ultrasonido (40 kHz, 50 °C) durante 5 minutos. Posteriormente, fueron
centrifugadas a 14,500 rpm por 15 minutos, y el sobrenadante fue evaporado a 40 °C durante
60 minutos. Finalmente, el residuo seco fue reconstituido con 5 mL de agua Mili-Q. Este
procedimiento fue realizado por triplicado, siguiendo el protocolo adaptado de Salazar et al.
(46). Para la evaluacion antioxidante mediante DPPH, se empleo6 el protocolo Santos et al. (47),
con ligeros cambios. En cada pocillo se colocaron 20 uL del extracto y 280 puL de una solucion
de DPPH previamente preparada. Las microplacas fueron incubadas en oscuridad durante 30
minutos, a temperatura ambiente. Al término del tiempo de reaccion, la absorbancia de cada
pocillo fue medida en un lector de microplacas a una longitud de onda de 517 nm. Debido a la
alta pigmentacion del extracto de sanky, se preparé una muestra en blanco especifica para cada
ensayo, a fin de evitar interferencias en las lecturas de absorbancia. La absorbancia del blanco
fue restada de la absorbancia de la muestra tratada. La capacidad antioxidante fue calculada a
partir del porcentaje de inhibicion del radical DPPH, y los resultados fueron expresados como

micromol equivalentes de Trolox por gramo de muestra (umol TE/g).

Para las muestras del fermentado se considerd, el mismo protocolo de Santos et al. (47), se
realizd una dilucion 1:50 con agua Mili-Q con el objetivo de situar la absorbancia dentro del
rango lineal del ensayo. Posteriormente, se tomaron 20 uL de la muestra diluida y se afiadieron
280 pL de la solucion de DPPH en cada pocillo de la microplaca. La mezcla fue incubada
durante 30 minutos a temperatura ambiente (25 °C), en ausencia de luz y con agitacion

constante a 400 rpm. Se realizaron cinco réplicas por muestra para asegurar la precision de los
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resultados. Finalmente, se registraron las absorbancias a 517 nm y los valores obtenidos se
emplearon para calcular el porcentaje de inhibicion del radical. La actividad antioxidante fue

expresada en micromol equivalentes de Trolox por mililitro de muestra (umol TE/mL).

Tabla 3. Preparacion de muestras para el ensayo DPPH en microplaca.

Sol. DPPH Muestra Metanol Volumen

Muestra
(uD) (1)) (uD) total (ul)
Control DPPH 280 - 20 300
Blanco de
- - 300 300
reactivos
Blanco de la
- 20 280 300
muestra
Muestra del
280 20 = 300
liofilizado
Muestra del
280 20 - 300

fermentado

Nota: Elaboracion propia.

b. Método ABTS-TEAC (Capacidad antioxidante de equivalente al Trolox)

El ensavo TEAC es una técnica espectrofotométrica que evalua la cavacidad de los
antioxidantes para inhibir la absorbancia del cation radical ABTS (2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato)), un cromoéforo azul-verde con un espectro de absorcion
caracteristico. Los cationes radicales de ABTS se generan utilizando oxidantes fuertes, como
el persulfato potéasico, que en presencia de metamioglobina producen un radical intermedio
(ferrimioglobina) que reacciona con ABTS. Los antioxidantes neutralizan estos cationes
mediante la transferencia de electrones o atomos de hidrégeno (mecanismos ET y HAT), lo que
reduce la coloracion del cromoforo y disminuye la absorbancia, Figura 4. El porcentaje de
inhibicién del cation radical ABTS por la muestra antioxidante se mide en un tiempo fijo y se

expresa en equivalentes de Trolox (48).
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Figura 4. Formacion del radical ABTS mediante el persulfato de potasio

Para la preparacion de los reactivos, se elabor6 un buffer PBS con un volumen final de 500 mL
y un pH de 7.4. Para ello, se pesaron 217.6 mg de fosfato de sodio dibasico y 133.46 mg de
fosfato de sodio monobasico, los cuales se disolvieron en agua MilliQ. Posteriormente, se
prepar6 una solucion stock de ABTS con una concentracion de 10.5 mM y un volumen final de
15 mL. La cantidad necesaria de ABTS se calcul6 con la férmula correspondiente de
10.5mM=X/ (548.68*0.01L). Se pesaron 57.61 mg de ABTS que es representado como “X”,
los cuales se disolvieron en un microtubo cubierto con papel de aluminio, y luego se ajusto el
volumen a 10 mL en una fiola protegida de la luz. Para la preparacion del persulfato de potasio,
se calcul6 la cantidad necesaria para obtener una concentracion de 2.45 mM y un volumen final
de 50 mL, utilizando la siguiente formula 2.45mM=X/ (270.32*0.05 L). Se pesaron 33.11 mg
de persulfato de potasio, los cuales se disolvieron en un microtubo, y se ajusto el volumen a 50
mL en una fiola protegida de la luz. La formacion del radical ABTS se realizé mezclando 6 mL
de la solucion stock de ABTS (10.5 mM) con 3 mL de la solucion de persulfato de potasio (2.45
mM), obteniendo un volumen final de 9 mL. La mezcla se transfirio a un frasco limpio cubierto
con papel de aluminio y se dejé reaccionar en oscuridad y a temperatura ambiente durante 16 a
18 horas (preparada un dia antes de su uso). La solucion obtenida se utilizé durante un maximo
de una semana. Para mejorar su estabilidad, se diluy6 con buffer PBS 5 mM hasta completar
un volumen de 15 mL. La solucion madre de Trolox, utilizada para la curva de calibracion, se
prepar6 pesando 2.5 mg de Trolox, los cuales se disolvieron en 1 mL de etanol en un microtubo.

Una vez disuelto, se afiadié agua Mili-Q hasta completar un volumen final de 10 mL en una
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fiola. La curva de calibracion se realizd6 mediante la preparacion de 10 disoluciones en
microtubos, siguiendo las concentraciones establecidas en la Tabla 4 para su evaluacion en el

analisis correspondiente.

Tabla 4. Datos de la curva patrén de Trolox.

T Buffer PBS

rolox (ul) @
0 800

25 775
50 750

75 725
100 700
125 675
150 650
200 600
250 550
300 500

Nota: Elaboracion propia.

Para la carga en microplaca, se colocaron 20 uL de cada dilucion de Trolox en los pocillos
correspondientes, seguidos de la adicion de 180 pL de la solucion diluida de ABTS. Las
muestras se incubaron durante 6 minutos a temperatura ambiente y protegidas de la luz, con
agitacion dentro del lector de microplacas. Posteriormente, se realizaron las lecturas de
absorbancia a una longitud de onda de 734 nm. Cada punto fue procesado por quintuplicado.
Para establecer la absorbancia control (valor de referencia para el céalculo del porcentaje de
inhibicion), se prepard una muestra en la microplaca mezclando 20 pLL de metanol con 180 uLL

de la solucion de ABTS recién preparada.

Para la preparacion de la muestra de liofilizado de sanky (Corryocactus brevistylus), se siguid
el protocolo de Salazar et al. (46) y se determinaron previamente las condiciones optimas de
extraccion del liofilizado con el objetivo de maximizar la recuperacion de antioxidantes
hidrofilicos (Figura 5). Para el procesamiento, se prepararon  extractos a partir de tres
concentraciones diferentes: 0.1 g, 0.2 gy 0.3 g del material liofilizado, disueltos cada uno en 1
mL de metanol al 100 %, lo que gener6é concentraciones iniciales de 0.1, 0.2 y 0.3 g/mL,

respectivamente. Los extractos fueron protegidos de la luz directa y sometidos a ultrasonido
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(40 kHz, 50 °C) durante 5 minutos. Luego, se centrifugaron a 14,500 rpm durante 15 minutos
y el sobrenadante fue evaporado a 40 °C por 60 minutos. Finalmente, el residuo se reconstituyo
con 5 mL de agua Mili-Q. Este procedimiento se repitid tres veces. Para el ensayo ABTS, en
cada pocillo de la microplaca se mezclaron 20 pL del extracto con 180 pL de la solucion de
stock de ABTS. Las mediciones se realizaron a 734 nm, luego de 6 minutos de reaccidn a una
temperatura constante de 25 °C, con agitacion a 400 rpm dentro del lector de microplacas, en
ausencia de luz para evitar la degradaciéon de compuestos sensibles (49). La capacidad
antioxidante se determiné calculando el porcentaje de inhibicion del radical ABTS, usando
como referencia el valor de absorbancia control. Posteriormente, se aplicé la ecuacion de la
curva de calibracion de Trolox para estimar los equivalentes de Trolox (umol TE/pocillo) y se

expreso finalmente como pmol TE/g de liofilizado o por mL de muestra, segin corresponde.

Para las muestras liquidas, como la bebida fermentada de kombucha, se sigui6 lo propuesto por
Santos et al. (47), realizando una dilucion 1:50 con agua Mili-Q con el objetivo de situar la
absorbancia dentro del rango lineal del ensayo. Luego, se tomaron 20 pL de la muestra diluida
y se mezclaron con 180 puL de la solucion de trabajo de ABTS, para cada muestra se realizd 5
réplicas para asegurar la precision de los resultados. La mezcla se incub6 durante 6 minutos a
temperatura ambiente (25 °C) en agitacion controlada (400 rpm) y en oscuridad, para evitar la
degradacion del radical. Finalmente, se registraron las absorbancias a 734 nm, y los datos
obtenidos se utilizaron para el célculo del porcentaje de inhibicion del radical ABTS y los
equivalentes de Trolox (umol TE/mL) aplicando la ecuacion de la curva de calibracion. Todas

las mezclas realizadas se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Preparacion de muestras para el ensayo ABTS en microplaca.

Sol. ABTS Muestra Metanol Volumen
Muestra

(uD) (uD) (uD) total (ul)
Control ABTS
180 = 20 200
(Abs. control)
Blanco de
‘ - - 200 200
reactivos
Muestra del
180 20 - 200
liofilizado
Muestra del
180 20 - 200

fermentado

Nota: Elaboracién propia.
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2.3.8 Evaluacion de polifenoles totales

Se determin6 la concentracion de polifenoles totales por el método de Folin Ciocalteu un
método utilizado para determinar el contenido de compuestos fendlicos totales en productos
vegetales. Se basa en una reaccion redox entre los compuestos fendlicos y el reactivo de Folin-
Ciocalteu, que contiene una mezcla de wolframato s6dico y molibdato sddico en aszbasico, esta
reaccion genera un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es directamente
proporcional a la concentracion de polifenoles Figura 5 y se mide espectrofotométricamente a

765 nm.

OH OH
A AN Reactivo de Folin
Z 6+ [
” | (W™, Mo™) color
- Z amarillo

)]\ ‘ Reactivo de Folin

reducido (W™,

Mo**) color azul
Figura 5. Mecanismo de accion del reactivo de Folin-Ciocalteu

El 4cido fosfomolibdotungstico del reactivo, inicialmente de color amarillo, es reducido por los
grupos fendlicos presentes en la muestra, lo que produce el cambio de color azul. Los resultados
se cuantifican mediante una curva estandar de acido galico, que es el patron recomendado. Este
método, ademas de medir el contenido de polifenoles, estd relacionado con la actividad
antioxidante de las muestras, ya que los compuestos fenolicos suelen correlacionarse con la

capacidad antioxidante de alimentos vegetales, como jugos de frutas.

Se elaboré la metodologia descrita por Catalina Urbano (50) con modificaciones para cumplir
el objetivo, se prepar6 la solucion de carbonato de sodio monohidratado disolviendo 1 g del
compuesto en 10 ml de agua destilada. Para el estandar de referencia de acido galico, se
disolvieron 10 mg de acido galico en 2 ml de agua destilada, obteniendo una solucion stock de
5000 ppm. A partir de esta solucion, se prepar6 una dilucion a 1000 ppm mezclando 400 pl de
la solucion stock con 1600 ul de agua destilada. Adicionalmente, se realizé una diluciéon 1:4
del reactivo de Folin-Ciocalteu 2N, mezclando 2500 pl del reactivo con agua destilada hasta

completar un volumen final de 10 ml. Los equipos se mantuvieron a temperatura ambiente de
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25 °C y las muestras se agitaron durante 5 minutos antes de proceder con la adicion de la
solucion de carbonato de sodio al 10 %. La mezcla se dejo en reposo durante 2 horas para
garantizar una adecuada reaccion, tras lo cual se realiz6 la lectura espectrofotométrica a una

longitud de onda de 765 nm (Tabla 6).

Tabla 6. Preparacion de la curva de calibracion para polifenoles totales.

' Volumen de
Concentracion _ Volumen de agua
solucion 1000 ppm ‘ Volumen final (ul)
deseada (ppm) destilada (ul)
de ac. galico (ul)

10 10 990 1000

20 20 980 1000

50 50 950 1000

80 80 920 1000

100 100 900 1000

Nota: Elaboracién propia.

Se realiz6 una regresion lineal utilizando la curva de calibracion del estandar, lo que permite
obtener la ecuacion de la recta. La ecuacion de la recta fue expresada como: ABS = m[x] + b,
donde "x" representa el valor de los polifenoles totales expresado en equivalentes de acido
galico (en mg/mL), "y" es el valor de la absorbancia, "m" es la pendiente de la rectay "b" es el
intercepto con el eje y. Para calcular los equivalentes mésicos en acido gélico, se utilizo la
formula [x] = (y — b) / m, donde "x" representa la cantidad de polifenoles totales equivalentes

masicos en acido galico en mg/mL.

Para determinar el contenido de polifenoles totales de la muestra de liofilizado, se prepararon
extractos en tres concentraciones diferentes, pesando 0.1 g, 0.2 gy 0.3 g del material en tubos
Eppendorf y disolviéndolos en 1 mL de metanol al 100%, obteniendo asi concentraciones
iniciales de 0.1 g/mL, 0.2 g/mL y 0.3 g/mL, respectivamente. Los tubos fueron protegidos de
la luz directa y sometidos a ultrasonido a una frecuencia de 40 kHz y una temperatura de 50 °C
durante 5 minutos. Posteriormente, se centrifugaron a 14,500 rpm durante 15 minutos, y el
sobrenadante fue eliminado por evaporacion a 40 °C durante 60 minutos. El residuo obtenido
se reconstituy6 con 5 mL de agua Mili-Q. Este procedimiento fue repetido tres veces, basandose
en lo desarrollado por Salazar et al. (46). La cuantificacion se llevd a cabo en microplacas de
96 pocillos, anadiendo 25 pL del extracto, seguido de 100 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu

(diluido 1:4). La mezcla fue agitada automdticamente dentro del lector de microplacas a
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temperatura ambiente durante 5 minutos. Posteriormente, se incorporaron 75 puL de una
solucion de carbonato de sodio al 10%, y se realiz6 la medicion de la absorbancia a 765 nm

(50).

En el caso de la muestra liquida de kombucha, esta se analiz6 directamente sin necesidad de
una extraccion previa, ya que los compuestos fendlicos se encuentran disueltos en la matriz
liquida. Previamente, la muestra fue diluida en una proporcién 1:50 con agua Mili-Q, a fin de
adecuar su concentracion al rango de lectura del espectrofotdmetro. El procedimiento seguido
fue el descrito por (50) que consistid en afadir 25 pLL de la muestra fermentada diluida, 100 uLL
del reactivo de Folin-Ciocalteu (diluido 1:4), agitar la microplaca automaticamente a
temperatura ambiente durante 5 minutos, incorporar 75 pL de una solucién de carbonato de
sodio al 10% y realizar la lectura de la absorbancia a 765 nm. Cada muestra fue analizada por

quintuplicado para asegurar la precision y reproducibilidad de los resultados (Tabla 7).

Tabla 7. Preparacion de muestras para el ensayo de polifenoles totales.

Reactivo de

Muestra Folin- Carbona}to Volumen
Muestra . de Sodio
(ul) Ciocalteu (ul) total (ul)
(ul)
Blanco de
Folin- - 100 75 175
Ciocalteu
Blanco de
25 = 75 100
muestra
Muestra del
25 100 75 200
liofilizado
Muestra del
25 100 75 200

fermentado

Nota: Elaboracion propia.

2.4 Ensayos

2.4.1 Preparacion de la Kombucha

Para el protocolo de elaboracién de Kombucha, se bas6 siguiendo el procedimiento descrito por

Marsh (51), con ligeras modificaciones. Se lavaron los materiales de vidrio y utensilios con
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Stellarsan, un desinfectante empleado para material que entra en contacto con alimentos y se
esterilizaron en una autoclave a 121 °C a 15 PSI durante 15 minutos. Luego, se realizo la
preparacion de la Kombucha madre hirviendo 300 mL de agua. De este volumen, 150 mL se
emplearon para infusionar té negro al 5% durante 10 minutos, con el objetivo de reducir el
contenido de taninos. Posteriormente, las hojas de té fueron filtradas, y se disolvio un 9% de
azucar en la infusion. A continuacion, se anadieron 150 mL de agua tibia a 30 °C para no afectar
la simbiosis del SCOBY. Finalmente, se incorpor6é un 10% de liquido iniciador y un 2% de
SCOBY. El recipiente se cubrid con un paio poroso estéril (gasa) y se dejo fermentar durante
15 dias a temperatura ambiente. (Figura 6). La kombucha madre obtenida se utiliz6 como fuente
del SCOBY comercial tanto para los ensayos fermentativos principales como para el

aislamiento microbiologico posterior.

Ebullicién ]

H-0=300 ml—--—*‘ (100°C/ 15 min

Y

Infusion
(10mint/pH<5)

Té Negro=5%----#

Enfriar a
Azucar=9% ----#| temperatura

ambiente

Liquido
Sustratos:Liofilizados -------------- e R L LD 1iniciador=10%
Y SCOBY=2%
Fermentacion a

(28°C/7dias)

Figura 6. Diagrama de flujo de preparacion de Kombuncha

2.4.2 Aislamiento e identificacion de microorganismos de la Kombucha

El aislamiento e identificacion de levaduras y bacterias acido-acéticas se realizd a partir del
SCOBY comercial utilizado como indculo principal en la fermentacion de kombucha. Esta
etapa tuvo como finalidad caracterizar microbiolégicamente el consorcio empleado en el

estudio y no sustituir el sistema experimental principal basado en SCOBY comercial.
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2.4.2.1 Aislamiento de levaduras

Se utiliz6 el medio de cultivo YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) enriquecido con extracto
de levadura 10g/L, peptona 20 g/L, dextrosa 20 g/L, agar- agar al 2% suplementado con
cloranfenicol, con el fin de fomentar el crecimiento de las levaduras presentes en SCOBY. Una
vez en el laboratorio se realizo el triturado de SCOBY con liquido iniciador y 250 uL de solucioén

salina.

Posteriormente, el triturado se trasladé a tubos de ensayo de 2,25 mL previamente esterilizados
y se realizé diluciones en serie 10 -'; 10 -%; 10 -*; 10 -*. Después se tomé 0,1 ml de los tiltimos
tubos de ensayo para realizar el aislado con un asa de siembra de Drigalski sobre el medio de
cultivo YPD previamente preparado y esterilizado (Anexo 9).

Tras la incubacion, habiendo pasado 48 horas después de la siembra se realizé la cosecha de las
levaduras aisladas. Posterior a esto, se realiz6 tres subcultivos (pasaje) de las levaduras presente
en el medio YPD con sacarosa para garantizar su pureza, y asi se registrd sus caracteristicas

morfologicas de las colonias.
2.4.2.1.1 Evaluacion morfologica de las levaduras

Para la evaluacion morfoldgica de las levaduras presentes en las muestras, se utiliz6 el protocolo
de Cramuti (52), se empled el método de tincidn con azul de metileno para la observacion de
las levaduras en el microscopio. Las muestras de levaduras fueron preparadas mediante la
extension de un pequeio volumen de cultivo sobre un portaobjetos limpio, seguido de la
fijacion con calor. Posteriormente, se aplicd la solucion de azul de metileno sobre la
preparacion, dejando actuar el colorante durante aproximadamente 1 minuto. Las preparaciones

tefiidas se observaron utilizando un microscopio optico bajo un objetivo de inmersion (100X).
2.4.2.1.2 Identificacion bioquimica de levaduras

Se realizaron diferentes pruebas bioquimicas que se describen en The Yeasts, a Taxonomic
Study, Volume 1 (53), Las pruebas realizadas incluyeron diversos andlisis para caracterizar las
propiedades de las cepas evaluadas y sus condiciones mas aptas para su crecimiento. La prueba
de catalasa consistio en afnadir una gota de peréxido de hidrégeno a una pequefia cantidad de la
colonia de levadura. La aparicion de burbujas indico la liberacion de oxigeno, confirmando asi

la presencia de la enzima catalasa en la cepa analizada.
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Para analizar la tolerancia a la salinidad, se emple6é un medio que contenia extracto de levadura
(1 g/L), cloruro de sodio al 10%, y glucosa al 5%. Los medios fueron preparados en base a 100

mL de volumen final.

La hidrolisis de urea se evalud utilizando un medio de 1000 mL, compuesto por peptona (1
g/L), dextrosa (1 g/L), cloruro de sodio (5 g/L), fosfato monopotésico (0.8 g/L), agar-agar al
2%, y rojo de fenol como indicador (0.0012 g/L).

Respecto a la tolerancia al 4cido acético, se utilizd un medio para 100 mL, compuesto por
glucosa (10 g/L), triptona (1 g/L), extracto de levadura (1 g/L), agar-agar (2 g/L) y acido acético

(1 mL) y su posterior proceso de autoclavado.

El crecimiento a distintas temperaturas (25 °C, 30 °C, 37 °C y 40 °C) se evalu6 utilizando un

medio que contenia extracto de malta (3 g/L), peptona (5 g/L) y glucosa (10 g/L).

Para la fermentacion de carbohidratos, se utilizd un sistema con campanas de Durham,
empleando tres tipos de azlcares (glucosa, sacarosa y maltosa) en un medio suplementado con

extracto de levadura (4,5 g/L), peptona (7,5 g/L) y rojo de fenol como indicador de pH.

La tolerancia al etanol se evalu6 en un medio compuesto por extracto de malta (3 g/L), peptona
(5 g/L) y glucosa (10 g/L), al que se afiadieron tres concentraciones diferentes de etanol (1%,

2.5%y 5%).

Finalmente, el crecimiento a diferentes valores de pH (4, 5, 6 y 7) se analiz6 en un medio que
contenia tripteina (5 g/L), peptona de carne (5 g/L) y glucosa (20 g/L). El pH fue ajustado

utilizando acido clorhidrico 0,1N y solucion de hidroxido de sodio 0,1N.
2.4.2.1.3 Identificacion molecular de levaduras

Para la extraccion de ADN se basé en el protocolo propuesto por Montes (54), utilizando el
método de shock térmico. El procedimiento consistid en cultivar las cepas seleccionadas
durante 24 horas en caldo YPD a 37 °C con agitacion a 130 rpm. Posteriormente, se recuperd
el pellet celular mediante centrifugacion a baja velocidad durante 10 minutos y se lavo con 200
pL de agua Mili-Q autoclavada. Luego, se agregaron 200 pL de agua Mili-Q autoclavada y se

llevo el pellet a un termobloque a 100 °C durante 45 minutos.

A continuacion, se enfridé rdpidamente en bafio de hielo durante 10 minutos, facilitando la
ruptura de la membrana celular por choque térmico. Posteriormente, se anadieron 2 pLL de Tris

I M (pH 8) y 2 uLL. de EDTA 1 mmol (pH 8), seguido de sonicacion durante 5 minutos. Luego,
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se centrifugé a 1000 rpm durante 10 minutos y se transfirid el sobrenadante (ADN) a un

microtubo nuevo.

La pureza del ADN se verificd mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, siguiendo el
protocolo de Montes (54), utilizando tampon TAE 1X y Midori Green Advance DNA Stain. Se
empled Quick-Load® 1 kb DNA Ladder como marcador de peso molecular. Las muestras se
corrieron a 100 V durante 40 minutos en un sistema de electroforesis horizontal. Se sembraron
10 uL de ADN mezclados con 4 uL de buffer de carga. Las bandas fueron visualizadas mediante
transiluminado (Anexo 12). Para la amplificacion de las regiones ITS del ADN ribosomal se
siguio el protocolo propuesto por Marsh (51). La reaccion de PCR se realizé en un volumen
de 25 pL, conteniendo 200 uM de dNTPs, 1 uM de cada cebador, 20 mM de Tris-HCI (pH 8.,4),
2 mM de MgCl, 2 U de Taq polimerasa (Thermo Scientific) y 50 ng de ADN (Rodas, Ferrer,
& Pardo, 2003). La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador StepOnePlus Real-Time
PCR System (Applied Biosystems). Los cebadores utilizados fueron ITS1 e ITS4, cuyas
secuencias fueron reportadas por Vegas (55) y se representan en la Tabla 8. Las secuencias
obtenidas fueron analizadas mediante comparacion con la base de datos GenBank utilizando el

software BLAST para su identificacion taxonomica.

La identificacion molecular de las levaduras se realiz6 mediante la amplificacion de la region
ITS del ADN ribosomal utilizando los cebadores ITS 1 e ITS 4, seguida de la comparacion de

las secuencias obtenidas con la base de datos GenBank mediante el programa BLAST

Tabla 8. Cebadores utilizados para la identificacion de levaduras.

Cebadores
ITS’1y ITS’4
ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3")
ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")

2.4.2.2 Aislamiento de bacterias acido - acéticas

Para el aislamiento de bacterias acido-acéticas, se utilizé el medio MYP compuesto por manitol
(20 g/L), extracto de levadura (10 g/L), glucosa (10 g/L), sulfato de magnesio (0.1 g/L), agar-
agar al 2%, y se suplemento con etanol al 2,5% y acido acético al 0,5% (56). En el laboratorio,
se afadi6 una porcion del SCOBY al medio y se dejo incubar durante 7 dias a una temperatura

de 30 °C. Tras observar el crecimiento de celulosa en el medio. Se procedio a realizar diluciones
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utilizando el sobrenadante del medio, estas diluciones se transfirieron a tubos de ensayo
estériles de 2,25 mL, y se efectuaron diluciones en serie de 10 -!, 10 -, 10 -3, 10 -* ,Anexo 10.
Con el objetivo de obtener cepas puras de las bacterias presentes en el SCOBY se realizd, tres

subcultivos (pasaje).
2.4.2.2.1 Evaluacion morfologica de las bacterias acido-acéticas

La evaluacion morfologica de las bacterias acido-acéticas se realizdé mediante tincion de Gram,
un método que permite distinguir entre bacterias Grampositivas y Gramnegativas, basado en
las diferencias en la pared celular. Para ello, se tom6 una pequefia cantidad de la colonia
bacteriana aislada y se prepard una extension sobre un portaobjetos limpio. La muestra fue
fijada con calor y luego se sometio a la tinciéon de Gram siguiendo un protocolo estandar. El
procedimiento de tincion consistio en aplicar el cristal violeta sobre la preparacion durante un
minuto, seguido de la adicion de yodo, que actia como mordiente, durante otro minuto.
Posteriormente, se decolor6 la muestra con alcohol o acetona durante 20 segundos. Para
finalizar, se afiadio safranina durante un minuto, lo que permitio tefir las bacterias Gram
negativas, mientras que las Gram positivas retuvieron el cristal violeta (57). Las preparaciones
tefiidas fueron observadas bajo un microscopio optico utilizando un objetivo de inmersion

(100X).
2.4.2.2.2 Identificacion bioquimica de bacterias acido-acéticas

Para la identificacion bioquimica, se utilizdo el medio GYC compuesto por glucosa al 2%,
extracto de levadura al 1%, carbonato de calcio al 0,3% y agar-agar al 2%, suplementado con
etanol al 5%. Este medio permitié evaluar la capacidad de las bacterias para producir un halo
alrededor de las colonias. Ademas, se realiz6 una prueba de oxidacidon con acetato, utilizando
un medio que contenia extracto de levadura al 0,3%, peptona al 0,2%, acetato de sodio al 0,2%
y un indicador basandonos en lo propuesto por Salazar (58) , ya sea ptrpura de bromocresol o

rojo de fenol, al 0,002%. Este ensayo se llevo a cabo a un pH de 6,8 durante 15 dias a 30 °C.
2.4.2.2.3 Identificacion molecular de bacterias acido-acéticas

Para la extraccion de ADN se utilizé un cultivo con 24 horas de crecimiento en el medio MYP
previamente descrito. Se empled el kit Quick-DNA™ Fungal/Bacterial Miniprep Kit siguiendo
las instrucciones del fabricante (59). Inicialmente, se recolectaron entre 50 y 100 mg de biomasa

o hasta 200 pL de muestra liquida, los cuales se colocaron en un tubo de extraccion. Se agrego
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Buffer Bashing a la muestra para facilitar la lisis celular, proceso que se llevo a cabo mediante

agitacion intensa con un vortex.

Posteriormente, se centrifugd la muestra a alta velocidad para separar los residuos celulares,
transfiriéndose el sobrenadante a un tubo limpio. Se afiadi6 el buffer de union al ADN para
precipitar las proteinas y otras impurezas, seguido de una nueva centrifugacion (59). El
sobrenadante clarificado se cargd en una columna de extraccion disefiada para retener
especificamente el ADN, eliminando contaminantes mediante lavados sucesivos con los buffers
de limpieza proporcionados por el kit. Finalmente, el ADN purificado fue eluido con el buffer
de elucion y almacenado a -20 °C. Luego de la obtencion del ADN genémico, se evalud su
pureza mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, siguiendo el procedimiento descrito
por Montes (54). Para ello, se utilizo tampoén TAE 1X y Midori Green Advance DNA Stain
como agente revelador. Las muestras se sembraron mezclando 10 uL del sobrenadante con 4
pL de buffer de carga, y fueron corridas a 100 V durante 40 minutos en un sistema de
electroforesis horizontal. Se utilizd6 el marcador Quick-Load® 1 kb DNA Ladder como
referencia de peso molecular. La visualizacion de las bandas se realizd6 mediante un

transiluminador UV.

Posteriormente, se llevo a cabo la amplificacion del gen ribosomal 16S mediante PCR, en un
volumen final de 25 pL que contenia 200 uM de dNTPs, 1 uM de cada cebador, 20 mM de
Tris-HCI (pH 8,4), 2 mM de MgCl., 2 U de Taq polimerasa (Thermo Scientific) y 50 ng de
ADN genomico, de acuerdo con el protocolo descrito por Rodas et al. (60). La reaccion se
ejecutd en un termociclador Step One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Se
emplearon los cebadores universales descritos en la Tabla 9 utilizados para la identificacion
molecular de bacterias, reportados por Edwards et al. (61). El programa de amplificacién
comprendié una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, hibridacién a 56 °C durante 30 segundos y una
extension a 72 °C por 1 minuto. Finalmente, se realiz6 una extension final a 72 °C durante 5

minutos.

La identificacion molecular de las bacterias acido-acéticas se llevdo a cabo mediante la
amplificacion del gen 16S rRNA utilizando cebadores universales, y las secuencias obtenidas
fueron compradas con la base de datos GenBank mediante Blast para su identificacion

taxondmica.
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Tabla 9. Cebadores utilizados para la identificacion de bacterias acido-acéticas.

Cebadores
PAyPH
PH (5'-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3")
PA (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3")

2.4.2.3 Aislamiento de bacterias lacticas

Para aislar bacterias lacticas, se emple6 el medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe) enriquecido
con peptona 10 g/L, extracto de carne 80 g/L, extracto de levadura 4 g/L, glucosa 20 g/L, fosfato
de potasio dibasico 2g/L, acetato de sddio 3,015 g/L, trimonio citrato 1,859 g/L, sulfato de
magnésio 0.2 g/L, sulfato de manganeso 0.027 g/L, tween 80 1 ul/L, agar-agar al 2% y para
inhibir el crecimiento de levaduras u otros microorganismos no deseados se suplemento con

cicloheximida 60 ul/L (62).
2.4.2.4 Preparacion y preservacion de Cepas en Crioviales

Para la preservacion, se prepararon crioviales para cada tipo de microorganismo. En levaduras,
se utilizo el sobrenadante del caldo YPD, mientras que para las bacterias acéticas se empleo el

caldo del medio MYP. Los crioviales se almacenaron a -80°C.

2.4.3 Fermentacion de Kombucha suplementado con liofilizado de Sanky

En esta etapa se evaluaron distintas concentraciones de liofilizado de sanky en kombucha: 2,5
%, 5 % y 10 %. Para ello, se sigui6 el protocolo de fermentacion previamente descrito, con la
diferencia de que, antes de incorporar el SCOBY comercial y el liquido iniciador, se afiadi6 el
liofilizado correspondiente a cada tratamiento. Este procedimiento constituyo el sistema
experimental principal del estudio, en el cual la fermentacion se realizé empleando el SCOBY
comercial en su estado original y su respectivo liquido iniciador.

Los tratamientos se organizaron de la siguiente manera:

KO0: Kombucha (Blanco)

K1: Kombucha + Sanky 2.5%
K2: Komucha + Sanky 5%
K3: Kombucha + Sanky 10%
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Para la recoleccién de muestras, se extrajeron 5 mL de cada frasco en cabina estéril y se
transfirieron a tubos Falcon. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 3000 rpm y 10 °C,

empledndose tinicamente el sobrenadante para los analisis posteriores.

Los ensayos de fermentacion se realizaron por duplicado independiente para cada tratamiento,
desde 0 hasta 168 horas. Las evaluaciones incluyeron la determinacion de azucares reductores,
pH, acidez titulable, s6lidos solubles, actividad antioxidante por DPPH, actividad antioxidante
por ABTS-TEAC y contenido de polifenoles totales. Los resultados fisicoquimicos,
antioxidantes y de polifenoles presentados en esta investigacion corresponden a esta

fermentacion realizada con SCOBY comercial suplementado con sanky.

Preparacion de Bebida - produccion de medio de fermentacion

De manera complementaria al sistema experimental principal, se realizé un ensayo exploratorio
utilizando cepas aisladas e identificadas a partir del SCOBY comercial, con la finalidad de
describir su comportamiento en un medio de fermentacion estandarizado. Este ensayo no formo
parte del andlisis comparativo principal entre concentraciones de sanky, sino que tuvo un

caracter descriptivo.

Se prepar6é un medio de fermentacion de 200 mL, compuesto por té negro (Camellia sinensis)
al 5 %, sanky (Corryocactus brevistylus) liofilizado al 10 % y aztcar al 9 %, disueltos en agua.

La mezcla se esterilizo en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Posteriormente, se reactivaron 2 cepas de levaduras y 2 cepas de bacterias acido-acéticas
previamente aisladas e identificadas, a partir de crioviales, empleando sus medios respectivos:
YPD para levaduras y GYC para bacterias acido-acéticas. Ya reactivadas, los cultivos se

centrifugaron y se transfirieron a volimenes de 20 mL en matraces de 100 mL (63).

A partir del medio de fermentacion esterilizado, se realizé la inoculacion en condiciones
estériles dentro de una cdmara de flujo laminar, de los microorganismos aislados tales como 2
cepas de levaduras y 2 cepas de bacterias acido acéticas en una proporcion de 1:1, los cuales
seran equivalentes al 10 % (V/V) de inoculo. La fermentacion se llevo a cabo durante 7 dias a
28 °C, evitando la luz solar directa (63). Al inicio y al finalizar la fermentacion se medira el
crecimiento de los microorganismos por siembra en superficie en placas en los medios YPD y
medio GYC. Asimismo, se medirdn el pH, azucares reductores, grados brix, acidez titulable, y

las pruebas de actividad antioxidante. Los datos obtenidos en esta etapa fueron considerados
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como informacion complementaria para describir el comportamiento de las cepas aisladas y no
como parte del analisis comparativo principal entre concentraciones de sanky.
[ 2 cepas de bacterias

Reactivacion de las cepas acido-  acéticas -
—  Medio GYC (4 mL)

assladas 2 cepas de levaduras -
' Medio YPD (4 mL)
Activacién de las cepas Transferir las cepas
) < a volimenes de 20
aisladas mlL

Volumen total 200ml
Te negro 5%

Sanky (Corrvocacius

| -

Inoculacion del Medio

Mezclar las cepas en

de Fermentacion proporcion 1:1
brevistylus)liofilizada 10% L
Azicar 9%
'd ™y
Fermentacion Incubar a X *°C
durante 7 dias.
h. 1 A
d L A Medir crecimiento
AAlsiS — mediante superficie en
microbiologico placa
. Iy
— -

Evaluaciones Quimicas Aricares reductores
v funcionales —  Solidos solubles
Acidez titulable

Actividad antioxidante

Figura 7. Esquema de preparacion de bebida

2.4.4 Analisis de los resultados y elaboracion de cuadros

Los ensayos de fermentacion se realizaron por duplicado independiente para cada tratamiento
(K0, K1, K2y K3), considerandose como repeticiones experimentales. Asimismo, cada analisis
fisicoquimico y de actividad antioxidante (ABTS, DPPH y compuestos fendlicos totales) se

realizd en cinco repeticiones analiticas.

Los resultados de los ensayos se expresaron como media + desviacion estdndar. Para el analisis
estadistico se utilizd el software SPSS, aplicando un andlisis de varianza (ANOVA) de una via
para evaluar diferencias significativas entre los tratamientos con diferentes concentraciones de
sanky y tiempos de fermentacion. Cuando se detectaron diferencias significativas, se empled la

prueba de comparacion multiple de Tukey. Se consider6 un nivel de significancia de p < 0.05.
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CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Aislamiento de microorganismos

Se aisld 6 cepas de levaduras y 4 cepas de bacterias acido acéticas siguiendo la metodologia
descrita previamente. Durante los aislamientos se emple6 antibidticos tales como cloranfenicol

y cicloheximida para evitar crecimiento de contaminantes.

3.1.1 Aislamiento de levaduras

A partir de kombucha comercial se obtuvieron 6 aislados en medio YPD en base al protocolo
mostrado en la Figura 8, no hubo crecimiento bacteriano debido al uso de cloranfenicol. En las

placas, se observaron crecimiento de colonias circulares de color crema como se aprecia en la

Figura 9.

0.25ml 0.25ml  0.25ml 0.25ml

FNCNCNY

Triturar en un:
SCOBY + Lig.
Iniciador +
Solucion salina
agregar 250 ul

Directo agregar
solo 50 ulde
Lig. Iniciador

Con respecto a las caracteristicas microscopicas, en los 6 aislados se observaron con tincion
azul de metileno, en su totalidad presentaron formas ovaladas y alargadas, como se demuestra

en la Figura 9. Algunos estudios demuestran que, las morfologias mas frecuentes son las formas

L L L LS
225ml 2.25ml | 2.25ml 2.25 ml
Sol. Sol. Sol. Sol.
Salina Salina Salina Salina
10- 10-2 10-2 104

Con el Asa de Drigalski
esparcir la muestra en los tres
agares (de mayor
concentracion a menory [
incubar a 30°C, durante 24-72
horas.

A\

?y

v | 0.1 mla cada agar

0.1 mla cada agar

Figura 8. Protocolo para el aislamiento de levaduras

Figura 9. Crecimiento de colonias en medio YPD
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ovoides, esféricas y elipsoidales (64,65), alinedndose con los resultados de nuestro estudio. En
la Tabla 10 se presenta los resultados de las caracteristicas morfologicas y microscopicas de las

levaduras aisladas.

Figura 10. Morfologia microscopica de levaduras (100X)

Tabla 10. Caracterizacion morfologica de levaduras aisladas de kombucha comercial

. Pruebas
Aislados Me(litl.o dg
Culttvo - Morfologia Caracteristicas macroscopicas
Levaduras
NII16-44 ovoides
alargadas
NII16-32 —ras
ovoides
La colonia presenta una forma circular con
NII16-31 Levaduras borde entero, elevacion convexa baja,
YPD ovoides superficie lisa, consistencia cremosa y un
Lo color crema.
NII135-4 VNG
ovoides
Levaduras
NII13-53 ovoides
pequenas
NIT13-4] Levafluras
ovoides

Nota: Elaboracion propia.
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3.1.2 Aislamiento de bacterias acido-acéticas

A partir de una kombucha comercial se obtuvieron 4 aislados en medio MYP utilizando el
protocolo descrito en la Figura 11, no hubo crecimiento de hongos debido al uso de

cicloheximida. En las placas, se observaron colonias circulares de color beige (Figura 12).

0.25ml 0.25ml  p.25ml 0.25ml

{‘\ {‘\ {‘\ {'\ Con el Asa de Drigalski
esparcir la muestra en los tres

L& L& L& "l agares [de mayor
concentracion a menor} [
Directo agregar incubar a 37°C, durante 7 dias.
solo 50 ul del
sobrenadante
del medioc MYP
I
225mlL 2.25ml 2.25ml 2.25ml MYP
Sol. Sol. Sol. Sol.
Salina Salina Salina Salina
10- 10-2 10-2 104

\_// 0.1 ml al agar

Figura 11. Protocolo para el aislamiento de bacterias acido-acéticas

Figura 12. Crecimiento de colonias en medio MYP

Con respecto a las caracteristicas microscopicas, se observaron bacilos individuales y en
cadena, tincion Gram (-) (Figura 13). Este hallazgo es congruente por lo reportado en la
literatura, donde se describe que son bacilos Gram negativos de forma eliptica a cilindrica, con
un metabolismo aerobio obligado (66). En la Tabla 11 se presentan los resultados de las

caracteristicas morfoldgicas y microscopicas de las 4 bacterias aisladas.

41



Figura 13. Tincién Gram de bacterias acido-acéticas (100X)

Tabla 11. Caracteristicas de bacterias acido-acéticas aisladas de kombucha comercial

Medio Pruebas
Aislados de . . h .
cultivo Morfologia Caracteristicas macroscopicas

Bacterias en forma
NII12-31 MYP de bacilos, en pares
0 en cadenas.

Bacterias en forma
NII12-32 MYP  debacilos, en pares  La colonia presenta una forma

o en cadenas. circular con borde entero,
elevacion convexa baja, superficie
lisa, consistencia humeda y un
Bacterias en forma color beige.
NII12-43 MYP de bacilos, en pares
o en cadenas.

Bacterias en forma
NII12-44  MYP de bacilos, en pares
0 en cadenas.

Nota: Elaboracion propia.

3.1.3 Identificacion bioquimica

3.1.4 Identificacion bioquimica de levaduras

De las 6 levaduras aisladas se realizaron diferentes pruebas bioquimicas para comprobar sus

capacidades de adaptacion y cualidades presentes en las levaduras aisladas.
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3.1.4.1 Prueba de catalasa

Se observa una totalidad de resultados positivos que indica que estas levaduras aisladas

producen la enzima catalasa como se observa en la Tabla 12.

Tabla 12. Prueba de catalasa

N° Cepa Aislados Catalasa
1 NII16-44 +
2 NII16-32 +
3 NII16-31 +
4 NII135-4 +
5 NII13-53 +
6 NII13-41 +

Nota: Elaboracion propia.

3.1.4.2 Tolerancia de salinidad

Se observa resultados negativos que indican inhibicién del crecimiento debido a altas

concentraciones de sal (10% NaCl) y glucosa (5%). Tabla 13.

Tabla 13. Tolerancia de salinidad

N° Cepa Aislados —— |
5% Glucosa

1 NII16-44 -

2 NI116-32 -

3 NII16-31 -

4 NII135-4 -

5 NII13-53 -

6 NII13-41 -

Nota: Elaboracion propia.

3.1.4.3 Hidrdlisis de urea

Se observa una totalidad de resultados que ninguna de estas cepas de levadura produce la
enzima ureasa, la cual es responsable de descomponer la urea en amoniaco y didéxido de
carbono, Figura 14. Por lo tanto, estas cepas no tienen la capacidad de hidrolizar la urea bajo

las condiciones de prueba utilizadas (Tabla 14).
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Tabla 14. Hidr6lisis de urea

N° Cepa Aislados Urea
NII16-44 -
NII16-32 -
NII16-31 -
NII135-4 -
NII13-53 -
NII13-41 -

AN N B~ W =

Nota: Elaboracion propia.

Figura 14. Resultados de hidrolisis de urea.
3.1.4.4 Tolerancia al acido acético

Estos resultados indican que solo dos cepas tienen la capacidad de sobrevivir y posiblemente
prosperar en ambientes con alta concentracion de acido acético (37%), lo que sugiere una
posible adaptacion a condiciones 4cidas semejantes a las presentes durante la fermentacion,

como se observa en la Tabla 15.

Tabla 15. Tolerancia al 4cido acético.

. A las 24h a 37%
N° Cepa Aislados ]
Acido acético
1 NII16-44 +
2 NII16-32 -
3 NII16-31 -
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4 NII135-4 -
5 NII13-53 +
6 NII13-41 -

Nota: Elaboracién propia.

Las cepas tolerantes  (NII16-44 y  NII13-53) corresponden  a Starmerella
bacillaris y Brettanomyces bruxellensis respectivamente (Tablas 22 y 23). Guzmén (67),
reportd que solo el 30% de levaduras aisladas de kombucha toleran acido acético al 37%,
coincidiendo con el 33.3% (2 de 6 cepas) encontrado en este estudio. Asi mismo, se afiade que,
las bacterias altamente tolerantes modifican la composicion lipidica de su membrana celular en
respuesta al 4cido, aumentando la proporcion de acidos grasos insaturados, como el acido cis-

vaccénico, garantizando la fluidez e integridad de la membrana (68).
3.1.4.5 Temperatura

Las cepas aisladas presentan una afinidad por temperaturas intermedias entre 30 °Cy 37 °C y
su crecimiento es restringido a temperaturas mas bajas o altas (25 °C y 40 °C). Curiosamente,

dos aislamientos no lograron un crecimiento a 37 °C como lo muestra la Tabla 16. (Anexo 11).

Tabla 16. Crecimiento a diferentes temperaturas.

N° Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
Cepa AlSHAdS oo 30°C 37°C 40 °C

1 NII16-44 . + + -

2 NII16-32 - + - -

3 NII16-31 - 7 + -

4 NII135-4 - + + -

5 NII13-53 . + + 4

6 NII13-41 - + - -

Nota: Elaboracion propia.

3.1.4.6 Fermentacion de carbohidratos

Estos resultados indican que todas las cepas fueron capaces de fermentar los tres azicares
evaluados (glucosa, sacarosa y maltosa), evidenciado por el cambio de color del medio.

Ademas, la presencia de burbujas en la campana de Durham confirma la produccion de gas en
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algunas de ellas como se muestra en la Figura 15, lo que sugiere actividad fermentativa y

capacidad de metabolizar estos sustratos bajo las condiciones evaluadas (Tabla 17).

Tabla 17. Fermentacion en carbohidratos y produccion de gas.

N° Cepa Aislados Glucosa Sacarosa Maltosa
+ + +
1 NI116-44 (gas (gas (gas
presente) presente) presente)
+ + +
2 NII16-32 (gas (gas (gas
presente) presente) presente)
+ + +
3 NII16-31 (gas (gas (gas
presente) presente) presente)
+ + +
4 NII135-4 (gas (gas (gas
presente) presente) presente)
+ + %
5 NII13-53 (gas presente) (gas (gas
presente) presente)
+ + +
6 NII13-41 (gas (gas (gas
presente) presente) presente)

Nota: Elaboracion propia.

Figura 15. Evidencia de fermentacion y produccion de gas
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3.1.4.7 Tolerancia de etanol

Estos resultados indican que la mayoria de las cepas pueden tolerar bajas concentraciones de
etanol (1% y 2.5%), pero su crecimiento se ve comprometido en concentraciones mas altas
(5%). En la Tabla 18, se demuestra que las cepas 4 y 6 destacan por su capacidad para tolerar
incluso el 5% de etanol, lo que podria estar relacionado con su adaptacion a ambientes

fermentativos (Anexo 11).

Tabla 18. Tolerancia de etanol a diferentes cantidades.

Etanol Etanol

N° Cepa Aislados Etanol 1%
2.5% 5%
+ - +
1 NII16-44 (débil)
2 NII16-32 + « élﬂ) « ;ﬂ)
3 NII16-31 £ « éJ;il) +
4 NII135-4 + « é+bﬂ) +
5 NII13-53 « gbﬂ)
6 NIRI3-4] (turb+idez) (dé+bﬂ) (de';ﬂ)

Nota: Elaboracién propia.

3.1.5 pH

Los resultados demostrados en la Tabla 19 muestra que la mayoria de las cepas tienen una buena
tolerancia a diferentes niveles de pH, con algunas variaciones especificas entre ellas. La cepa 2
y las cepas 4 y 5 parecen ser las mas robustas, mostrando crecimiento en todos los niveles de
pH probados. Por otro lado, la cepa 6 es menos tolerante, especialmente a pH 7, donde no

muestra crecimiento (Anexo 11).

Tabla 19. Crecimiento a diferentes pH.

N° Cepa  Aislados pH 4 pHS pH6 pH7

1 NII16-44 + + + +
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2 NII16-32 + + + +

+ + + +
3 NII16-31
(débil)  (débil) (débil)  (débil)
4 NIII35-4  + + + +
5 NIII3-53  + + + +
+ +
6 NII13-41 + ]
(débil) (débil)

Nota: Elaboracion propia.

PRUEBAS:

- Crecimiento a diferentes
temperaturas.
- Tolerancia al etanol.

- Crecimiento a diferentes pH.

Figura 16. Pruebas bioquimicas para levaduras

3.1.6 Identificacion bioquimica de bacterias acido-acéticas
De las 4 bacterias aisladas se realizaron diferentes pruebas bioquimicas para observar sus
cualidades presentes.

3.1.6.1 Capacidad oxidativa sobre el etanol

La presencia de halos en el medio indica que la bacteria posee actividad acética y es capaz de
oxidar el etanol, como se evidencia en la Figura 17. En la Tabla 20 se puede evidenciar que la
cepa numero 2, 3 y 4 mostraron un resultado positivo, sin embargo, solo las cepas 3 y 4 fueron

seleccionadas para la siguiente prueba.
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Tabla 20. Capacidad oxidativa sobre el etanol.

N° Cepa Aislados Capacidad
oxidativa
1 NII12-31 -
2 NII12-32 +
3 NII12-43 +
4 NII12-44 +

Nota: Elaboracién propia.

Figura 17. Formacion de halos.

3.1.6.2 Oxidacion de acetato

La capacidad de oxidar el acetato presente se confirmo a través del cambio de color observado

en las dos cepas evaluadas, demostrando como se muestra en la Figura 18 y la Tabla 21.

Tabla 21. Oxidacion de acetato

Rojo de Azul de
N° Cepa Aislados Control
fenol Bromocresol
1 NII12-43 - + +

2 NII12-44 - + +

Nota: Elaboracién propia.
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Figura 18. Viraje con los distintos indicadores
3.1.6.3 Formacion de celulosa

La produccion de celulosa se observd en el medio de cultivo estandar, lo que sugiere la
capacidad de la bacteria para sintetizar este biopolimero. Este resultado es compatible con la
presencia de bacterias acido-acéticas con potencial celulogénico, como se muestra en la Figura

19.

‘/——‘ —— a

Figura 19. Formacion de celulosa.

3.1.7 Identificacion molecular

A partir del aislamiento inicial, se obtuvieron 10 cepas correspondientes a levaduras y bacterias
acido-acéticas (Figura 20). Sin embargo, para la identificacion molecular se seleccionaron
cuatro cepas representativas, correspondientes a dos levaduras y dos bacterias acido-acéticas.
El analisis de las secuencias parciales obtenidas mostré mayor similitud con dos géneros de

levaduras, Starmerella y Brettanomyces. En la Tabla 22 se presentan porcentajes de similitud
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superiores al 95%, obtenidos mediante comparacion bioinformética con el algoritmo BLASTn,
lo que permitio6 establecer una asignacion taxonomica referencial para las levaduras aisladas de

kombucha comercial (Anexo 13 y Anexo 14).

El primer pocillo

corresponde al

marcador  de

peso molecular Los productos

de 1kb, obtenidos de la
PCR

los  pocillos
subsiguientes
contienen  las
muestras  de
levaduras.

corresponden a
las dos
| levaduras
estudiadas.

Figura 20. Andlisis molecular para levaduras

Tabla 22. Similitud de secuencias de levaduras aisladas en kombucha comercial

Aislado Taxon significativo Proximidad
relativa al taxon
indicado (%ID)

NI16-44 Starmerella bacillaris 96.98%

NI 13-53 Brettanomyces 96.79%

bruxellensis

Nota: Elaboracion propia.

De igual forma, las secuencias parciales de dos bacterias 4cido-acéticas mostraron mayor
similitud con especies del género Komagataeibacter, cuyos porcentajes de similitud se

presentan en la Tabla 23, a partir de las secuencias obtenidas (Anexo 15 y Anexo 16).

Tabla 23. Similitud de secuencias de bacterias acido-acéticas de kombucha comercial

Aislado Taxon significativo Proximidad
relativa al taxon
indicado (%ID)

NIT12-43 Komagata?ibacter 98.31%
oboediens
NII12-44 Komagataeibacter xylinus 96.85%

Nota: Elaboracion propia.

Al inicio del estudio se realizo el aislamiento y caracterizacion de levaduras y bacterias acido-
acéticas provenientes de una kombucha comercial. Se observo que las cepas aisladas
presentaron tolerancia a condiciones de estrés, como acido acético (37%), etanol (hasta 5%) y
pH acido, lo que indica que poseen caracteristicas compatibles con microorganismos que suelen

desarrollarse en sistemas fermentativos de kombucha.

51


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=5007&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=5007&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Guzman (67), quien sefiala que el aislamiento
de cepas especificas permite estandarizar bebidas fermentadas con potencial antioxidante.
Asimismo, la similitud observada con Brettanomyces bruxellensis coincide con reportes previos

que describen la presencia de este género en fermentaciones (69).

De igual manera, la similitud observada con Starmerella bacillaris es consistente con lo
reportado por Tu (70), quien indica su participacion en la produccion de acidos organicos y

mejora del perfil sensorial en fermentaciones.

Cabe precisar que la identificacion de las cepas tuvo un enfoque descriptivo del consorcio
microbiano presente en la kombucha analizada. Estas no fueron empleadas de manera
individual ni se realizo la reconstitucion del consorcio para los ensayos de fermentacion, los
cuales se llevaron a cabo utilizando el SCOBY comercial en su estado original, con el fin de
preservar la dindmica microbiana propia del sistema fermentativo. Por tanto, los resultados de
identificacion molecular permiten describir microorganismos compatibles con el consorcio

presente en la kombucha comercial evaluada.

En conjunto, la tolerancia a pH &cido, acido acético y etanol, la capacidad de fermentar
carbohidratos, la oxidacion de etanol y acetato, y la formaciéon de celulosa constituyen
evidencias indirectas de que los aislados presentan caracteristicas compatibles con

microorganismos asociados al proceso fermentativo de kombucha.

3.2 Determinacion de la concentracion adecuada de sanky para una bebida funcional.

3.2.1 Caracteristicas del sanky

Los resultados de la cuantificacion proximal muestran que el fruto presenta un alto contenido
de humedad (94,70%), superior a los demas componentes evaluados. Asimismo, el contenido
de fibra total (soluble e insoluble) fue de 2,34%, evidenciando su aporte dentro de la
composicion del fruto (Tabla 24). Estos valores son altamente consistentes, en la mayoria de
los componentes, con los reportados en la literatura para esta especie. En particular, coinciden
con los hallazgos de Nolazco y Guevara (71), quienes analizaron la pulpa de sanqui, reportando
valores de 95,2% de humedad, 0,4% de cenizas, 0,0% de grasa, 1,3% de proteina y 0,9% de
fibra. El reporte completo del analisis proximal emitido por el laboratorio se presenta en el

Anexo 2.
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Tabla 24. Analisis proximal de sanky fresco (Corryocactus brevistylus).

ENSAYO ESPECIFICACION METODO RESULTAD
ES 0OS
HUMEDAD i AOAC Oficial Method 94.70%
966.2
CENIZAS i AOAC Oficial Method 0.32%
941.12
AOAC Oficial Method o
GRASAS - 930.09 0.00%
: AOAC Oficial Method o
PROTEINAS - 977 .02 1.32%
AOAC Oficial Method A
FIBRAS - 930.10 2.34%
CARBOHIDRATOS - AOAC (9);01(")‘; Methbd 1.32%

Nota: Elaboracién propia.

De manera complementaria, se realizd el andlisis proximal del sanky liofilizado, cuyos

resultados evidenciaron una disminucion considerable del contenido de humedad (5,25%)

debido al proceso de deshidratacién. Asimismo, se observo un incremento relativo en los demas

componentes, principalmente en el extracto libre de nitrégeno (81,71%), seguido de extracto

etéreo (4,05%), fibra cruda (3,16%) y cenizas (3,08%), como consecuencia de la concentracion

de solidos presentes tras la liofilizacion. El informe completo emitido por el Laboratorio de

Evaluacion Nutricional de Alimentos de la Universidad Nacional Agraria La Molina se presenta

en el Anexo 3.

53



Tabla 25. Anélisis proximal de sanky (Corryocactus brevistylus) liofilizado.

ESPECIFICACI , RESULTA
ENSAYO ONES METODO DOS
AOAC Oficial Method o
HUMEDAD - 950.46 5.25%
PROTEINA TOTAL ] AOAC Oficial Method 450,
984.13
EXTRACTO ETEREO ; AOAC Oficial Method 4 50,
2003.05
FIBRA CRUDA i AOAC Oficial Method 3.16%
962.09
AOAC Oficial Method o
CENIZAS - 942 05 3.08%
EXTRACTO LIBRE DE , . ) 4
NITROGENO - Célculo por diferencia 81.71%

Nota: Elaboracién propia.

3.2.2 Variacion de pH en el tiempo de fermentacion

Inicialmente, el control presentd un pH de 3,75, mientras que las formulaciones con sanky al

2,5%, 5% y 10% registraron valores de 3,39; 3,23 y 3,09, respectivamente (Figura 21). A

medida que avanzo la fermentacion, el pH disminuyd progresivamente en todas las muestras.

A partir de las 96 horas, el descenso fue mas pronunciado, evidenciando un incremento en la

acidez del medio.

Este comportamiento fue consistente en todos los tratamientos; sin embargo, la formulacion

con 10% mostrd la mayor reduccidn, alcanzando aproximadamente pH 3,00 a las 168 h, en

comparacion con el control (pH de 3,39)

54



38-
! S .. --=-- Control
}i e 2,50
3.6 e
: — 5045
R S v 10%
B34y .
— -. ) -'- el
3 l_r___‘-xﬁq_—"_——*__ C Tt
_h_”‘“i-_h____ - .
3.0 ] ] —i N
0 30 60 90 120 150 180
Tiempo

Figura 21. Variacion de pH en 168 horas.
Nota: Control= 0% de sanky liofilizado

El valor final de pH en K3 (3.00) fue inferior al reportado por Jakubczyk et al. (72) para
kombucha convencional (pH 3.45) Y esta dentro del rango reportado por Villarreal-Soto et al.
(73) , quienes indicaron que el pH de la kombucha tipicamente desciende de 5.0-4.0 a 2.5-3.5
durante la fermentacion debido a la produccion de acidos organicos por bacterias acéticas. Este
descenso se atribuye a la acumulacion de acido acético, generado a partir de la oxidacion del
etanol producido por las levaduras durante la fermentacion de los aztcares del medio, proceso

mediado principalmente por Komagataeibacter oboediens y K. xylinus (74).

3.2.3 Variacion de Acido acético (%) en el tiempo de fermentacién

Durante las primeras 24 horas, las concentraciones de 4cido acético se mantuvieron
relativamente estables; sin embargo, a partir de las 48 horas se observd un incremento
progresivo. La formulacion con 10% de sanky alcanzé el valor mas alto, llegando
aproximadamente a 4,74% hacia las 144 horas, mientras que el control presentd valores

menores a 3,41% (Figura 22).

55



--e--  Control
- m- 2 5%
—a— 5%

- 10%

S
= 4
-
=
= s ==
(=) P A
% 2 /J .-"
= o ---m-- i
14 -
0 1
0 30 60

Figura 22. Variacion de acido acético a 28° C en 168 horas.

El analisis de varianza (Tabla 26), indico que el porcentaje de sanky liofilizado influyo
significativamente en la produccion de acido acético (p<0,05), con un nivel de confianza del
95%, esto indica que los factores que influyeron significativamente para el porcentaje de acido

acético fue el porcentaje de sanky (Corryocactus brevistylus) liofilizado (p<0.05), con un nivel

de confianza del 95%.

El valor maximo de 4.74% en K3 es superior al rango tipico de kombucha convencional (0.5-
2.0% acido acético) reportado por Jayabalan et al. (7), quienes sefialaron que la produccion de
acidos organicos depende de las cepas de bacterias acéticas presentes y de la disponibilidad de
sustrato. En nuestros resultados, la produccion de acido acético se correlacion6 positivamente

con el tiempo de fermentacion, alcanzando su valor méximo a las 168 horas, lo que evidencia

20 120 150

180

que periodos prolongados favorecen la acumulacion de este metabolito.

Tabla 26. Analisis de varianza de un factor a la vez para el porcentaje de 4cido acético.

Fuente Suma de df Media F P
cuadrados cuadrada

Intercepto 193.2578 1 193.2578 13374.24 0.000000

Porcentaje

de sanky 2.6050 b 0.8683 60.09 0,000877

liofilizado

Error 0.0578 4 0.0144

Total 2.6628 7

Nota: Elaboracion propia.
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El andlisis de Tukey (Tabla 27) evidencié diferencias significativas entre el control y los

tratamientos con sanky. No se observaron diferencias significativas entre 2,5% y 5%, mientras

que el 10% present6 un comportamiento diferenciado respecto a los demas tratamientos.

Tabla 27. Analisis de Tukey de un factor a la vez para el porcentaje de &cido acético.

Control K1 K2 K3
Control 0.001007 0.002205 0.016492
K1 (2.5%) 0.001007 0.170457 0.008107
K2 (5%) 0.002205 0.170457
K3 (10%) 0.016492 0.008107 0.043844

Nota: Elaboracién propia.

3.2.4 Variacion de sélidos solubles (°Brix) en el tiempo de fermentacion

Los soélidos solubles totales (°Brix) mostraron una tendencia decreciente durante la

fermentacion. Inicialmente, el control presentd 10 °Brix, mientras que las formulaciones con

sanky registraron valores mayores (11, 12 y 15 °Brix para 2,5%, 5% y 10%, respectivamente).

Con el transcurso del tiempo, todas las muestras disminuyeron hasta aproximadamente 3 °Brix

a las 168 h, lo que evidencia el consumo de azicares durante el proceso fermentativo (Figura

23).
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Figura 23. Variacion de los solidos solubles (°Brix) a 28° C en 168 horas
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3.2.5 Variacion de azucares reductores (g/L) en el tiempo de fermentacion

Los azticares reductores mostraron una disminucion progresiva a lo largo de las 168 horas de
fermentacion. Inicialmente, las concentraciones fueron mayores en los tratamientos con sanky,
destacando el 10%. A las 48 horas se evidencid una reduccion marcada en todos los

tratamientos, lo que indica un consumo activo de estos compuestos por los microorganismos
(Figura 24).
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Figura 24. Variacion de los azicares reductores a 28° C en 168 horas.

El tratamiento K3 (10% sanky) parti6 de la concentracion inicial mas alta y a pesar de consumir
aproximadamente 10 g/L durante la fermentacion, mantuvo la concentracion final més alta,
superando al control. Un estudio que analizo6 la fermentacion de kombucha a 28°C durante 15
dias reporté que la concentracion de azlcares reductores disminuye drasticamente en los

primeros 3-5 dias, correlacionandose con el crecimiento de Komagataeibacter spp. y levaduras
(75).

Esto indica que la adicion de sanky aporta un excedente de azicares que no es completamente
metabolizado por el consorcio microbiano en 168 horas. La prueba de Tukey (Tabla 29) mostro
que no existen diferencias significativas entre K2 y K3 (p=0.9905), lo que sugiere que la
capacidad de consumo de aztcares por parte del consorcio microbiano se satura a partir del 5%

de sanky en las condiciones evaluadas (13).

El analisis de varianza (Tabla 28) evidencidé que el porcentaje de sanky influyo

significativamente en los azucares reductores (p<0,05).

58



Tabla 28. Analisis de varianza de un factor de aziicares reductores

Fuente Suma de cuadrados  df Media F D
cuadrado

Intercepto 456.1319 1 456.1319 9002.237 0.000000

Porcentaje de 33.8445 3 11.2815 222.652 0,000066

sanky

liofilizado

Error 0.2027 4 0.0507

Total 34.0472 7

Nota: Elaboracién propia.

El analisis de Tukey (Tabla 29) mostré diferencias significativas entre el control y los
tratamientos con sanky. Asimismo, los tratamientos de 5% y 10% no presentaron diferencias

significativas entre si, indicando un comportamiento similar.

Tabla 29. Analisis de Tukey de un factor a la vez para los azucares reductores

Control K1 K2 K3
Control 0.041363 0.000362  0.000367
K1 (2.5%) 0.041363 0.000523  0.000551
K2 (5%) 0.000362 0.000523 0.990505
K3 (10%) 0.000367 0.000551 0.990505

Nota: Elaboracion propia.

En cuanto a la discusion de estos resultados, el efecto de la concentracion de sanky en la
fermentacion y en las variables fisicoquimicas se evalué empleando diferentes proporciones
(2,5%, 5% y 10%) a 28 °C. Esta temperatura permitié condiciones estables para la actividad
del consorcio microbiano, lo que concuerda con lo sefialado por Jayabalan (76) y Li (77),
quienes indican que temperaturas moderadas favorecen la produccion equilibrada de

metabolitos.

El pH mostré un descenso progresivo durante la fermentacion, siendo mas pronunciado en la
formulacion con 10%, lo que evidencia una mayor acidificacion del medio. Este
comportamiento es consistente con lo reportado por Jakubczyk (82) y Robles (78), quienes

describen una disminucion del pH asociada a la produccién de dcidos organicos en kombucha.
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En concordancia con lo anterior, la variable acido acético (%) mostrd incrementos asociados
tanto al tiempo como a la concentracion de sanky. En los resultados, la formulacion con 10%
presentd los valores mas altos hacia el final del proceso (alcanzando alrededor de 4,74%),
mientras que el control se mantuvo en valores menores (=~3,41%), lo cual evidencia que la
adicion de sanky De manera similar, el incremento de &cido acético estuvo influenciado tanto
por el tiempo como por la concentracion de sanky, destacando el tratamiento al 10%. Este
resultado concuerda con estudios previos que reportan un aumento de acidez durante la

fermentacion (72)(78).

En cuanto a los sélidos solubles, se observo una disminucion progresiva, atribuida al consumo

de azucares por los microorganismos, en concordancia con lo descrito por Guzman (67) y

Robles (78).

Finalmente, la reduccion de azticares reductores confirma la utilizacion de sustratos durante el
proceso fermentativo. Sin embargo, a pesar de que la concentracion de sanky aument6 hasta
10%, las pruebas de Tukey no mostraron diferencias significativas entre K2 y K3 para el
consumo de azucares reductores (p=0,9905), lo que indica que la capacidad de asimilacion del
consorcio microbiano se satura a partir del 5% de sanky en las condiciones evaluadas. Este
fendmeno se explica porque la velocidad de consumo de sustrato tiene un limite superior a una
temperatura y pH determinados; una vez alcanzada la méxima actividad enzimatica, el
excedente de azlcares permanece sin metabolizar (74). En conjunto, estos resultados
evidencian que la adicion de sanky influye en la dindmica fermentativa, modificando el perfil
fisicoquimico del sistema, lo cual coincide con lo reportado para bebidas fermentadas

enriquecidas con frutas (79).

3.3 Determinacion de capacidad antioxidante

3.3.1 Método DPPH

Siguiendo la metodologia empleada para la prueba de DPPH, se elaboré una curva de
calibraciéon utilizando como estandar al Trolox. Para ello, se determinaron la absorbancia
correspondiente a diferentes concentraciones de Trolox, midiendo a una longitud de onda de
517 nm. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 20 y Anexo 6, y a partir de ellos se
construyo la curva estandar que relaciona la concentracion de Trolox (nug/mL) con el porcentaje

de inhibicion del radical DPPH.
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Figura 25. Curva de calibracion para Trolox-DPPH.
La ecuacion de la recta obtenida fue:
y=2701x - 24.146

Con un coeficiente de correlacion R? = 0.9977, lo cual indica un excelente ajuste del modelo

lineal a los datos experimentales.

En la Tabla 30 se representan los resultados obtenidos de la actividad antioxidante mediante el
método DPPH, utilizando extractos de sanky (Corryocactus brevistylus) previamente
preparados a diferentes concentraciones de liofilizado. A partir de las absorbancias promedio
se calculo el porcentaje de inhibicion del radical DPPH y la capacidad antioxidante en

equivalentes de Trolox.

Se observo una tendencia creciente en el porcentaje de inhibicion y en la capacidad antioxidante
conforme se increment6 la cantidad de liofilizado, lo que evidencia una relacion directa entre

la concentracién de muestra y su potencial antioxidante.

Tabla 30. Actividad antioxidante de sanky liofilizado por DPPH

Muestra (g
de 0.1 0.2 0.3
liofilizado)
NC°Lecturas Absorbancia N°Lecturas Absorbancia N°Lecturas Absorbancia
1 0.6585 1 0.6292 1 0.5995
2 0.6610 2 0.6315 2 0.6060
3 0.6625 3 0.6279 3 0.6029
4 0.6602 4 0.6305 4 0.6002
5 0.6577 5 0.6299 5 0.6025
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Promedio 0.6600 Promedio 0.6298 Promedio 0.6022
% Inhibicion 34.0915 % Inhibicion 37.1053 % Inhibicion 39.8594
Capacidad Capacidad Capacidad
antioxidante antioxidante antioxidante
(umol TE/g 7.6533 (umol TE/g 11.4660 (umol TE/g 22.9066
de de de
liofilizado) liofilizado) liofilizado)
D.E 0.0006 D.E 0.0006 D.E 0.0024
CV% 0.01 CV% 0.01 CV% 0.01

Nota: Elaboracién propia.

En el caso de la bebida fermentada, la Tabla 31 muestra los valores promedio de la actividad
antioxidante determinada por el método DPPH, junto a su desviacion estandar. Se observo un
incremento progresivo de la capacidad antioxidante durante el proceso de fermentacion en todas

las formulaciones evaluadas.

Asimismo, las muestras suplementadas con sanky presentaron mayores niveles de actividad
antioxidante en comparacion con el control, siendo este efecto mas evidente a medida que
aument6 la concentracion del liofilizado. La formulaciéon con mayor porcentaje de sanky
presento el valor mas alto al final del proceso, mientras que el control también mostrdé un

incremento, aunque de menor magnitud.

Tabla 31. Actividad antioxidante (DPPH) en kombucha con sanky liofilizado.

Tiempo de fermentacion hrs

0 hrs 98 hrs 168 hrs
o o .. pmoL o o ., pmoL o P 111 (1)

Muestra % Inhibicion TE/mL D.E % Inhibicion TE/mL D.E % Inhibicion TE/mL D.E
KI Control /07 15180 0.0006 445530 12717 0.0013  52.9948  1.4280 0.0007
K2 Control
K1 (2.5%)
K2 (2.5%) 441948 12651 0.0018 473269  1.3231 0.0014 553146 14709 0.0012
K1 (5%)

K 46.0710  1.2998 0.0011  49.0945 13558 0.0014 56.8214  1.4988 0.0014
K2 (5%)
K1 (10%) 479219 13341 0.0014 50.8454  1.3882 0.0015 582255  1.5248 0.0012
K2 (10%) . . . . . . . . .

Nota: Elaboracion propia.

La combinacion de afiadir sanky liofilizado al 10% y fermentar durante 168 h produjo un valor
de capacidad antioxidante (1,5248 umol TE/mL) un 25,2% superior al del control inicial (0 h,

sin sanky). Al comparar tinicamente el efecto del sanky a igual tiempo de fermentacion (168
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h), el incremento fue del 6,8% respecto al control (1,4280 pmol TE/mL) (Tabla 31). Lee et al.
(35) evaluaron kombucha enriquecida con trigo sarraceno y bardana, encontrando valores de
actividad antioxidante por DPPH que aumentaron significativamente durante la fermentacion

debido al alto contenido de polifenoles de estas matrices vegetales.

La ausencia de diferencias significativas entre 98 y 168 h (p=0,256, Figura 21) indica que la
capacidad antioxidante alcanza una meseta a partir de las 98 h, ademas ello sugiere un plateau
antioxidante, fenomeno reportado por Villarreal-Soto et al. (73), posiblemente por degradacion

de compuestos labiles bajo pH acido (13).

La ausencia de diferencias significativas entre 98 y 168 h (p=0,256, Figura 26) indica que la
capacidad antioxidante alcanza una meseta a partir de las 98 h, ademas ello sugiere un plateau
antioxidante, fendmeno reportado por Villarreal-Soto et al. (17), posiblemente por degradacion
de compuestos labiles bajo pH 4cido (13). En la Figura 21 y Tabla 31 se muestran las diferencias
identificadas mediante ANOVA. Se determind que tanto el tiempo como la concentracion
tienen un efecto significativo en la capacidad antioxidante. Asimismo, se observd que no
existen diferencias significativas entre 98 y 168 horas, indicando que la respuesta antioxidante

alcanza un comportamiento estable a partir de las 98 h de fermentacion.

Tabla 32. Analisis de varianza de tiempo y concentracion para la capacidad antioxidante

Suma de Media
Fuente GL cuadrados cuadrada Valor F  Valor p

Concentracion 3 11.5051 3.83505 101.98 0.000
Tiempo 2 1.6339 0.81695 21.72 0.000
Error 18 0.6769 0.03761
Falta de ajuste 6 0.2910 0.04851 1.51 0.256
Error puro 12 0.3859 0.03215
Total 23 13.8160

Nota: Elaboracion propia.
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Figura 26. Efectos principales y comparacion Tukey para la capacidad antioxidante DPPH

Asi mismo, el comportamiento dosis-dependiente del sanky liofilizado puede explicarse por su
rica composicion fitoquimica. Las referencias mencionan que esta fruta es una fuente
importante de compuestos bioactivos, incluyendo &cidos hidroxicindmicos y flavonoides, los
cuales son responsables directos de su capacidad para neutralizar radicales libres (80). Por lo
tanto, el aumento del porcentaje de inhibicion del DPPH al anadir mas fruta era un hallazgo

esperado y confirma su potencial como ingrediente funcional.

3.3.2 Método ABTS-TEAC

Utilizando la metodologia para ABTS previamente descrita, se obtuvieron los datos que se
pueden apreciar en la Figura 27, los cuales se observan las absorbancias de la curva estandar de

Trolox medida a una longitud de onda de 734 nm.
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Figura 27. Datos de la curva de calibracion para Trolox-ABTS.
Los valores obtenidos permitieron generar la curva de calibracion (Anexo 7), que representa la
relacion entre la concentracion de Trolox y la absorbancia correspondiente. La ecuacion de la

recta obtenida fue:
y =0.2085x — 1.0606

Para determinar la actividad antioxidante del liofilizado de sanky (Corryocactus brevistylus),
se evaluaron extractos preparados a diferentes concentraciones siguiendo el protocolo descrito.
Las absorbancias fueron corregidas mediante el blanco y se calcul6 el porcentaje de inhibicion

del radical ABTS, asi como la capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox.

Los resultados mostraron una relacion proporcional entre la cantidad de muestra utilizada y la
capacidad antioxidante, evidenciando mayores valores en las concentraciones mas altas del

liofilizado.

Tabla 33. Actividad antioxidante de sanky liofilizado por ABTS.

Muestra (g
de 0.1 0.2 0.3
liofilizado)
N°Lecturas Absorbancia NC°Lecturas Absorbancia N°Lecturas Absorbancia
1 0.5780 1 0.4976 1 0.4452
2 0.5715 2 0.4923 2 0.4518
3 0.5756 3 0.4959 3 0.4490
4 0.5740 4 0.4935 4 0.4478
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5 0.5747 5 0.4948 5 0.4499

Promedio 0.5748 Promedio 0.4948 Promedio 0.4487
% Inhibicion 47.9005 % Inhibicion 55.1468 % Inhibicion 59.3231
Ca.pa.mdad Capacidad Capacidad
antioxidante antioxidante antioxidante
(um(aleTE/g 32.6811 (umol TE/g 46.6253 (umol TE/g de 90.4885
liofilizado) de liofilizado) liofilizado)
D.E 0.0024 D.E 0.0020 D.E 0.0024
CV% 0.41 CV% 0.41 CV% 0.54

Nota: Elaboracion propia.

En la Tabla 32 se presentan los resultados obtenidos. Se observa una disminucion progresiva
de la absorbancia conforme aumenta la cantidad de liofilizado, lo que se traduce en un
incremento del porcentaje de inhibicion del radical ABTS vy, por tanto, de la capacidad
antioxidante. Este comportamiento evidencia una relacion directamente proporcional entre la

concentracion de muestra y la respuesta antioxidante.

El extracto preparado con mayor cantidad de liofilizado (0.3 g) mostré el mayor nivel de
actividad antioxidante, seguido por las concentraciones intermedias y bajas, lo que indica una
mayor disponibilidad de compuestos antioxidantes en extractos mas concentrados. Asimismo,
los valores de desviacion estandar y coeficiente de variacion fueron bajos en todas las

concentraciones evaluadas, lo que refleja una adecuada repetibilidad del método.

Estos resultados respaldan la seleccion del extracto de mayor concentracion como

representativo del potencial antioxidante del liofilizado de sanky.

Tabla 34. Actividad antioxidante (ABTS) en kombucha con sanky liofilizado.

Tiempo de fermentacion hrs

0 hrs 98 hrs 168 hrs
pmoL TE/.mL D.E pmoL TE/.mL D.E pmoL TE/.mL D.E
Muestra Promedio Promedio Promedio
K1
C"I‘;tz"" 11.7339 0.0037 12.0238 0.0028 11.9593 0.0024
Control
K1
[1)
(Zﬁ;’) 123190 0.0060 12.8830 0.0038  12.8817  0.0028
(2.5%)
K1 (5%)
12.8606 0.0039 13.3626 0.0027 13.4019 0.0020
K2 (5%)
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K1 (10%)

13.2128 0.0031 13.9705 0.0025 14.1858 0.0017
K2 (10%)

Nota: Elaboracion propia.

En la bebida fermentada, las absorbancias registradas fueron corregidas por el valor promedio
del blanco y la actividad antioxidante fue expresada como pmol TE/mL (Tabla 34). Se observo
una tendencia creciente de la capacidad antioxidante con el tiempo de fermentacion, siendo mas

notoria en las muestras suplementadas con mayores concentraciones de sanky.

Los valores de ABTS fueron 9.3 veces superiores a los de DPPH en K3 (14.19 vs 1.52 pmol
TE/mL), esta diferencia es consistente con lo reportado por Munteanu & Apetrei (81), quienes
explican que el método ABTS es mas sensible porque el radical ABTS es soluble tanto en
medios acuosos como organicos, permitiendo detectar un espectro mas amplio de antioxidantes
(hidrofilicos e hidrofobicos), mientras que el DPPH es mas selectivo para compuestos
lipofilicos. El incremento del 18.6% en K3 respecto al control confirma que el sanky aporta
compuestos antioxidantes de naturaleza predominantemente hidrofilica, consistentes con el

analisis proximal (Tabla 24).

El aumento de la actividad antioxidante durante la fermentacion responde a un mecanismo
enzimatico. Wang y colaboradores en el afio 2024 (82) demostraron que las enzimas del
SCOBY (como la tanasa) hidrolizan polifenoles complejos de matrices vegetales, liberando
metabolitos de menor peso molecular con mayor capacidad antioxidante. Este fendémeno

explica por qué las formulaciones con sanky superaron al control, especialmente a las 168 h.

En la Figura 28 y Tabla 35 se muestran las diferencias identificadas mediante ANOVA. Se
determind que tanto el tiempo como la concentracion influyen significativamente en la
capacidad antioxidante. Asimismo, no se observaron diferencias significativas entre 98 y 168

horas, indicando que el sistema alcanza una estabilizacién a partir de este punto.

Tabla 35. ANOVA de tiempo y concentracion para capacidad antioxidante ABTS

Suma de Media
Fuente GL cuadrados cuadrada Valor F  Valor p
Tiempo 2 1.6339 0.81695 21.72 0.000
concentracion 3 11.5051 3.83505 101.98 0.000
Error 18 0.6769 0.03761
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Falta de ajuste 6 0.2910 0.04851 1.51 0.256
Error puro 12 0.3859 0.03215

Total 23 13.8160

Nota: Elaboracién propia.
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Figura 28. Efectos principales y comparacion Tukey para la capacidad antioxidante ABTS

En ABTS se mantuvo el patron de incremento de la capacidad antioxidante con la concentracion
del liofilizado y con la suplementacion en la kombucha. La significancia estadistica del tiempo
y la concentracion (p<0.001), junto con la ausencia de diferencias entre 98 y 168 h, respaldan

que la ganancia antioxidante se estabiliza luego de 98 h de fermentacion.

Este comportamiento fue consistente con lo descrito para bebidas tipo kombucha, en las que el
té aporta compuestos fendlicos predominantes (p. €j., EGCG y acido galico) que contribuyen
al potencial antioxidante y pueden ser modificados por la fermentacion (49), y con reportes
donde un mayor contenido de fenoles se asocia a mayor capacidad antioxidante en sistemas
fermentados o enriquecidos con extractos vegetales (47). En conjunto, el método ABTS mostro
valores superiores al DPPH, lo cual es esperable debido a su mayor sensibilidad frente a un
espectro mas amplio de compuestos antioxidantes presentes en matrices acuosas fermentadas,

reforzando la interpretacion del efecto positivo de la suplementacion con sanky.

68



3.4 Determinacion de polifenoles totales

Para la cuantificacion del contenido de polifenoles totales en las muestras de kombucha y
liofilizado, se utilizd el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, una de las técnicas mas
ampliamente empleadas para la determinacion de compuestos fendlicos mediante

espectrofotometria en lector de microplacas, previamente descrita en la metodologia.

En la Figura 29, se muestra la relacion entre la absorbancia y la concentracion de acido galico

en mg/L, lo que permitio obtener la ecuacion de la recta Anexo 5.

00,001
00,001
00,001
00,001
00,001
00,000
00,000
00,000
00,000
00,000

0 20 40 60 80 100 120

Concentracién (mg/ml)

y =0.0077x + 0.0755
R?=0.9999

Absoorbancia 765 nm

Figura 29. Curva de calibracion para polifenoles totales.

En el grafico del Anexo 5, se representa la regresion lineal obtenida a partir de las distintas
concentraciones de acido galico utilizadas como estandar, junto con los valores promedio de

absorbancia medidos a 765 nm. A partir de estos datos, se obtuvo la ecuacion de la recta:

Y =0.0077x + 0.0755

(X3 29

Y donde ‘‘y’’ es la absorbanciay ‘“x’’ a la concentracion de polifenoles totales expresada como
equivalente de acido galico (mg/mL). El coeficiente de determinacion (R? = 0.9999) indica una
alta linealidad, lo que respalda la precision del método para la cuantificacion de compuestos

fendlicos en las muestras analizadas.

El andlisis de polifenoles totales en el extracto liofilizado de sanky (Corryocactus brevistylus)
mostrd diferencias en funcion de la cantidad de muestra utilizada. Con el objetivo de
caracterizar el contenido fenolico del insumo empleado en la formulacion, se evaluaron tres
concentraciones. La muestra de 0.1 g presenté un valor bajo (0.2597 mg EAG/g), asociado a
una sefial cercana al limite de cuantificacion, por lo que no se consider6 representativa. En

contraste, las muestras de 0.2 g y 0.3 g mostraron valores de 14.63 y 18.88 mg EAG/g,
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respectivamente (Tabla 36), evidenciando un incremento del contenido fendlico con la masa
analizada. En base a ello, se selecciond la concentracion de 0.3 g como referencia para la

caracterizacion del liofilizado.

Tabla 36. Contenido de polifenoles totales en sanky (Corryocactus brevistylus) liofilizado

Muestra (g de

liofilizado) 01 0.2 0.3
N° lecturas Absogbancl N° lecturas Absogbana N° lecturas AbSOI:)aIICI
1 0.0749 1 0.1321 1 0.1836
2 0.0761 2 0.1309 2 0.1853
3 0.0746 3 0.1330 3 0.1846
4 0.0754 4 0.1324 4 0.1830
5 0.0759 5 0.1306 5 0.1861
Promedio 0.0754 Promedio 0.1318 Promedio 0.1846
Concentracio 0.2597 Concentracio Concentracio
n (mg EAG/g) n (mg EAG/g) 14.6338 n (mg EAG/g) R3S
D.E 0.0285 D.E 0.2642 D.E 0.2168
CV% 11.0 CV% 1.81 CV% 1.15

Nota: Elaboracion propia.

Posteriormente, se evaluo la concentracion de polifenoles totales en las muestras de kombucha
elaboradas con diferentes concentraciones de liofilizado de sanky (2.5%, 5% y 10%), ademas
del control sin adicion. El andlisis se realiz6 a 0, 98 y 168 horas de fermentacion. La
cuantificacion se llevd a cabo empleando una dilucién 1:50 de las muestras fermentadas,
expresando los resultados como mg de 4cido galico equivalente por mL (mg EAG/mL). Se

realizaron cinco repeticiones por muestra, calculandose el promedio y la desviacion estandar.

Enla Tabla 37 se presentan los valores obtenidos, donde se observa una tendencia creciente del
contenido de polifenoles tanto con el tiempo de fermentacion como con el incremento del

porcentaje de liofilizado de sanky en la formulacion.

Tabla 37. Contenido de polifenoles totales en bebida tipo kombucha con sanky liofilizado

Tiempo de fermentacion hrs

0 hrs 98 hrs 168 hrs
Con. EAG Con. EAG Con. EAG
Muestra mymL) DE® ol ) DE@ LY DEE
K1
C"I‘g"l 2.3277 0.0036 2.8482 0.0066 2.9507 0.0010
Control
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K1
(2.5%)

< 2.4675 0.0143 3.1109 0.0043 3.1400 0.0055
(2.5%)
K1 (5%)
Ky 255 0.0141 3.3193 0.0093 3.4225 0.0066
K1 (10%)
K2 (10%) 2.6423 0.0071 3.3517 0.0110 3.5760 0.0083

Nota: Elaboracién propia.

La concentracion de polifenoles totales aumentd progresivamente a lo largo de la fermentacion
en todas las muestras. La kombucha control present6 un incremento de 2.3277 £+ 0.0036 mg
EAG/mL a2.9507 +0.0010 mg EAG/mL tras 168 horas, lo que puede atribuirse al metabolismo

del consorcio SCOBY, el cual libera y transforma compuestos fenodlicos provenientes del té.

En las muestras suplementadas con sanky, se observé un mayor contenido de polifenoles desde
el inicio del proceso. A las 168 horas, la formulacion con 10% alcanzé el valor mas alto (3.5760
+ 0.0083 mg EAG/mL), seguida por las concentraciones de 5% y 2.5%, evidenciando que el

liofilizado actiia como una fuente adicional de compuestos fenolicos durante la fermentacion.

El valor de 3.5760 mg EAG/mL en K3 supera en 96.5% al reportado por Contreras-Lopez et
al. (30) en infusiones de sanky sin fermentar, demostrando que la fermentacion kombucha

potencia la liberacion de polifenoles desde la matriz del sanky.

Jayabalan et al. (75), sefialaron en su revision que la fermentacién de kombucha puede
incrementar el contenido de compuestos fenolicos debido a la hidrolisis enzimatica de taninos
y polifenoles conjugados por las B-glucosidasas microbianas, ademas Lee et al. (35) también
reportaron altos contenidos de polifenoles en kombuchas enriquecidas con plantas ricas en
compuestos bioactivos, confirmando que la suplementacion con matrices vegetales potencia el

perfil fendlico de la bebida

La correlacion muy fuerte con ABTS (1=0.942, p<0.001) y fuerte con DPPH (r=0.887, p<0.001)
confirma que los polifenoles son los principales responsables de la actividad antioxidante (83).
El liofilizado de sanky (18.88 mg EAG/g) present6 valores comparables a otros frutos andinos
como la tuna (15-25 mg EAG/g) segun Obregon-La Rosa et al. (5) .

En la Figura 30 y Tabla 38 se presentan las diferencias evaluadas mediante ANOVA, donde se
evidencia que tanto el tiempo como la concentracion tienen un efecto significativo sobre el

contenido de polifenoles totales (p<0.001).
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Tabla 38. ANOVA de tiempo y concentracion a la vez para el contenido de polifenoles.

Valor p
Fuente GL Suma de cuadrados Media cuadrada Valor F
Modelo 11 3.69529 0.33594 4587.82 0.000
Lineal 5 3.61531 0.72306 9874.73 0.000
Tiempo 2 2.79244 1.39622 19067.95 0.000
concentracion 3 0.82287 0.27429 3745.92 0.000
Interacciones de 2 términos 6  0.07999 0.01333 182.06  0.000
Tiempo*concentracion 6 0.07999 0.01333 182.06  0.000
Error 12 0.00088 0.00007
Total 23 3.69617

Nota: Elaboracion propia.

Tiempo concentracion

3.37

3.27

3.1

3.0

2.9

2.8

Media de mg EAG/g

2.7
2.67

2.5 C
A, B, C: diferencias de Tukey sino comparten la misma letfa
2.4 IC 95%

0 98 168 0.0 2.5 5.0 10.0

Figura 30. Efectos principales y comparacion Tukey para polifenoles totales
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Los resultados del andlisis estadistico muestran que el incremento en el contenido de polifenoles
esta influenciado significativamente por ambos factores evaluados. Asimismo, la prueba de
Tukey indica diferencias entre niveles de concentracion, siendo las formulaciones con mayor

porcentaje de sanky las que presenan valores superiores.

Asimismo, la interaccidon tiempo x concentracion también resulto significativa (p<0.001), lo
que indica que el efecto del tiempo varidé segin el nivel de concentracion evaluado. Los
resultados del analisis estadistico muestran que el incremento en el contenido de polifenoles
estuvo influenciado significativamente por ambos factores y por su accion conjunta. En este
modelo, la falta de ajuste es explicada al incorporar la interaccion entre tiempo y concentracion,
por lo que el error residual corresponde tnicamente al error puro. Asimismo, la prueba de Tukey
indico diferencias entre niveles de concentracion, siendo las formulaciones con mayor
porcentaje de sanky las que presentaron valores superiores. La calibracion con acido galico
mostr6 una linealidad elevada (R? = 0.9999), confirmando la confiabilidad del método. En el
liofilizado, la mayor concentracion evaluada present6 el mayor contenido fenolico, mientras
que valores bajos de masa evidenciaron limitaciones analiticas asociadas a la sensibilidad del
método. En la kombucha, se observo un incremento sostenido de polifenoles con el tiempo y la
concentracion, lo que respalda el efecto de la suplementacién con sanky como fuente de
compuestos fendlicos. Estos resultados son consistentes con reportes previos que asocian el
contenido de fenoles con el aumento de la actividad antioxidante en sistemas fermentados
(45,48). Asimismo, las diferencias observadas pueden atribuirse a factores como la matriz

analizada, condiciones de extraccidon y transformaciones durante la fermentacion (36).

73



CONCLUSIONES

PRIMERA: Se aislaron exitosamente 2 cepas de levaduras y 2 cepas de bacterias acido-
acéticas a partir de una kombucha comercial, las cuales presentaron caracteristicas
morfologicas, bioquimicas y fisiolégicas compatibles con microorganismos tipicos del
consorcio SCOBY. La identificacion molecular indico similitud con Starmerella bacillaris y
Brettanomyces bruxellensis como levaduras, y con Komagataeibacter oboediens y
Komagataeibacter xylinus como bacterias 4cido-acéticas, lo que permitio describir la

composicion microbiana asociada al proceso fermentativo.

SEGUNDA: La concentracion de sanky liofilizado y el tiempo de fermentacion influyeron de
manera conjunta en el comportamiento fermentativo y en las variables fisicoquimicas
evaluadas. Se observé que el incremento en la concentracion de sanky se asocié con una mayor
acidificacion del sistema y un aumento en la produccion de acido acético, mientras que el
avance del tiempo de fermentacion favorecid la disminucion de sélidos solubles y azlcares
reductores, mostrando una relacion entre estas variables y el desarrollo del proceso

fermentativo.

TERCERA: La actividad antioxidante de la kombucha, evaluada mediante los métodos DPPH
y ABTS, mostré un incremento asociado tanto al tiempo de fermentacion como a la
concentracion de sanky afiadida. Se observd que mayores niveles de suplementacion y tiempos
mas prolongados favorecieron el aumento del potencial antioxidante, alcanzando los valores
mas altos en el tratamiento con 10%; sin embargo, la ausencia de diferencias significativas entre
98 y 168 h indica que el sistema tiende a estabilizar su capacidad antioxidante a partir de ese

intervalo.

CUARTA: El contenido de polifenoles totales en la kombucha aumentd progresivamente en
funcién del tiempo de fermentacion y del porcentaje de sanky incorporado, evidenciando que
ambos factores contribuyen al incremento de compuestos fendlicos durante el proceso. La
mayor concentracion de polifenoles se observo en el tratamiento con 10%, lo que sugiere que
la suplementacion con sanky constituye un aporte adicional de compuestos bioactivos y

favorece el perfil antioxidante de la bebida en las condiciones evaluadas.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda conservar y reactivar por separado las cepas identificadas (Starmerella
bacillaris, Brettanomyces bruxellensis, Komagataeibacter oboediens y K. xylinus) y evaluar su
desempefio como cultivo iniciador controlado (mezclas definidas), con el fin de reducir la
variabilidad entre lotes y asegurar la reproducibilidad en pH, acidez, consumo de azucares y
formacion de celulosa durante la fermentacion. Asimismo, se recomienda limitar el nimero de
pasajes o subcultivos de cada cepa (preferentemente <3) durante su uso operativo, empleando
bancos de conservacion (crioviales) para la reactivacion periddica, con el objetivo de evitar

inestabilidad genética, pérdida de actividad fermentativa y riesgos de contaminacion.

Para la elaboracion de la bebida funcional se recomienda emplear 10% de sanky liofilizado y
un tiempo de fermentacion de 98 horas a 28 °C, ya que desde este punto se alcanza un
desempefio antioxidante 6ptimo (sin diferencias significativas frente a 168 h) y se mantiene un
perfil fisicoquimico adecuado. En caso de requerir el maximo contenido de polifenoles y
capacidad antioxidante, el proceso puede extenderse hasta 168 horas, condicion en la cual se
alcanzan los valores mas altos sin evidenciar incrementos criticos de acidez, manteniéndose

dentro de rangos fisicoquimicos aceptables.

Se recomienda implementar controles microbioldgicos y fisicoquimicos por lote (recuento de
levaduras y bacterias 4cido-acéticas, ausencia de contaminantes, pH, °Brix, azticares reductores
y % de acido acético), ademas de definir limites de aceptacion para asegurar inocuidad,

estabilidad y uniformidad sensorial del producto final.

Se recomienda complementar la caracterizacion bioactiva con la identificacion y cuantificacion
de compuestos fendlicos especificos (mediante HPLC/UPLC) y con pruebas de estabilidad
durante almacenamiento (vida qtil), incluyendo evaluaciéon sensorial y aceptacion del
consumidor, para sustentar con mayor solidez la viabilidad tecnoldgica y comercial de la

kombucha suplementada con sanky liofilizado.
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Anexo 1. Materiales empleados en la elaboracion de tesis

ANEXOS

Tabla 39. Materiales, reactivos, equipos de andlisis y procesos

Categoria Nombre Mareca / Especificacion
Reactivo ABTS MILIPORE
Reactivo Acetato de sodio AMRESCO
Reactivo Acido acético MERCK
Reactivo Acido clorhidrico MERCK
Reactivo Acido galico SIGMA ALDRICH
Reactivo Agar-agar OXOID
Reactivo Azul de bromotimol —
Reactivo Carbonato de calcio MERCK
Reactivo Cicloheximida CALBIOCHEM
Reactivo Citrato de triamonio MERCK
Reactivo Cloruro de sodio MERCK
Reactivo Dextrosa BD
Reactivo DPPH SIGMA ALDRICH
Reactivo Etanol absoluto MERCK
Reactivo Extracto de carne OXOID
Reactivo Extracto de levadura OXOID
Reactivo Extracto de malta MERCK
Reactivo Fosfato de potasio dibasico J.T BAKER
Reactivo Fosfato de sodio monobésico J.T BAKER
Reactivo Fosfato monopotasico MERCK
Reactivo Glicerol MERCK
Reactivo Glucosa MERCK
Reactivo Hidroxido de sodio MERCK
Reactivo Manitol SIGMA
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Categoria Nombre Mareca / Especificacion
Reactivo Metanol MERCK
Reactivo Peptona BD
Reactivo Rojo fenol —
Reactivo Stellarsan —
Reactivo Sulfato de magnesio MERCK
Reactivo Sulfato de manganeso MERCK
Reactivo Trimonio citrato MERCK
Reactivo Triptona OXOID
Reactivo TROLOX SIGMA
Reactivo Tween 80 —

Material de laboratorio Agua destilada =

Material de laboratorio

Material de laboratorio

Material de laboratorio

Material de laboratorio

Material de laboratorio

Material de laboratorio

Material de laboratorio

Material de laboratorio

Material de laboratorio

Material de laboratorio

Material de laboratorio

Material de laboratorio

Material de laboratorio

Material de laboratorio

Material de laboratorio

Material de laboratorio

Asa de siembra
Asa de siembra Drigalski
Bisturi (N.° 10y 11)
Campana de Durham
Cronometro
Matraces (25 y 100 ml)
Micropipetas (10, 200 y 1000 pl)
Microplacas
Microtubos
Pipetas
Placas Petri
Probetas (50, 250 y 500 ml)
Termoémetro
Tubos Falcon
Tubos de crioviales

Tubos de ensayo
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Categoria Nombre Mareca / Especificacion

Material de laboratorio Varilla de vidrio —
Equipo de analisis Espectrofotometro EPPENDORF
Equipo de analisis Lector multimodal de microplacas TECAN
Equipo de analisis Microscopio electronico OPTIKA
Equipo de analisis pH metro HANNA
Equipo de analisis Potenciometro —
Equipo de analisis  Refractometro optico (0—32 °Brix, ATC) PRECISSO
Equipo de analisis Termociclador APPLIED BIOSYSTEMS
Equipo de proceso Autoclave —
Equipo de proceso Balanza analitica EPPENDORF
Equipo de proceso Centrifuga 5610R EPPENDORF
Equipo de proceso Cocinilla -
Equipo de proceso Incubadora PRECISION
Equipo de proceso SHAKER PRECISION
Equipo de proceso Sonicador BRANSON
Equipo de proceso Termoblock LABNET
Equipo de proceso Transiluminador —
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Anexo 2. Reporte de andlisis del sanky (Corryocactus brevistylus)

Tabla 40. Analisis proximal del sanky (Corryocactus brevistylus)

Universidad Nacional Mayor de San Marcos
i Universidad del Pert. Decana de América
Facultad de Farmacia y Bioquimica

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

REPORTE DE ANALISIS N° 00301-CCA-2024

SOLICITADO POR* NICOLE TORRES BUSCAGLIA

DIRECCION* AREQUIPA — CERRO COLORADO

MUESTRA* FRUTO FRESCO SANKY/ SANCAYO
DESCRIPCION DEL PRODUCTO 03 unidades de Fruta Sanky, sin rotulado.
RECEPCIONADO

VARIEDAD RECEPCIONADA* s 8

PRINCIPIO ACTIVO* - N° CAS*: -
NUMERO DE LOTE* -

CANTIDAD 03 unidades

ORDEN DE ANALISIS 0252-2024

FECHA DE RECEPCION : 19 de agosto del 2024

FECHA DE FABRICACION* D

FECHA DE VENCIMIENTO* to-

EJECUCION DEL ENSAYO t Del 20 de agosto del 2024 al 03 de septiembre del 2024
FECHA DE EMISION : 04 de septiembre del 2024

HUMEDAD - AOAC Official Method 966.2 94.7 %
CENIZAS - AOAC Official Method 941.12 0.32 %
GRASAS - AOAC Official Method 930.09 0.00 %

PROTEINAS - AOAC Official Method 977.02 1.32%
FIBRAS - AOAC Official Method 930.10 2.34%
CARBOHIDRATOS - AOAC Official Method 931.02 1.32 %

4

Q.F. Paul Ivan G rrez Elescano
Director del Centro de ontrol Analiti

*Datos proporcionados por el cliente

“El presente codigo QR contiene el

Los resultados son validos solo para la muestra ensayada.
anico documento valido emitido.

“FARMACIA ES LA PROFESION DEL MEDICAMENTO, DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO”

Jr. Puno N° 1002, Jardin Botanico — Lima 1 — Perd Teléfonos: 619-7000 anexo 4824 - 982949135 — Lima1
E-mall:cca. farmacia@unmsm.edu.pe http://farmacia.unmsm.edu.pe
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Anexo 3. Reporte de andlisis del sanky (Corryocactus brevistylus) liofilizado

Tabla 41. Analisis proximal del sanky (Corryocactus brevistylus) liofilizado

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA Mouﬁ?/ 5
u

« A

FACULTAD DE ZOOTECNIA - DEPARTAMENTO ACADEMICO DE NUTRICION -
LABORATORIO DE EVALUACION NUTRICIONAL DE AUMEN‘[:OS J |
“Affo de la recuperacién y consolldaclén de la economia gorq,l?g\""j‘,\:\r o /,I
S s )
~ f\\ | \\\‘\\ |
INFORME DE ENSAYO LENA N° 0328/2025 ) !
SOUICITANTE : NICOL TORRES
NOMBRE DEL PRODUCTO : SANKY LIOFILIZADO
FECHA DE RECEPCION : 25/03/2025
IDENTIFICACION : AQ25-0328
RESULTADOS DE ANALISIS
CODIGO AQ25-0328
MUESTRA SANKY LIOFILIZADO
a.- HUMEDAD, % 5.25
b.- PROTEINA TOTAL (N x 6.25), % 2.75
c.- EXTRACTO ETEREO, % 4.05
d.- FIBRACRUDA, %~ 3.16
e.- CENIZA, % 3.08
f.- EXTRACTO LIBRE DE NITROGENO, % 81.71
Métodos utilizados:

a.- Humedad: AOAC (2005), 950.46

b.- Proteina total: AOAC (2005), 984.13
¢.- Extracto Etéreo: AOAC (2005), 2003.05
d.- Fibra cruda: AOAC (2005), 962.09

e.- Ceniza: AOAC (2005), 942.05

Atentamente,
La Molina, 07 de Abril del 2025

Jefe del Laboratorio de Evaluacién
Nutricional de Alimentos

Av. La Molina s/n Lima 12. E-mail: lena@lamolina.edu.pe
Teléfonos: 614-7800 Anexo: 266 / Directo 348-0830
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Anexo 4. Curva de calibracion de Azucares reductores

Figura 31. Curva de calibracion utilizando glucosa como estandar
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Anexo 5. Valores de absorbancia obtenidos por espectrofotometria
Tabla 42. Datos de la curva de calibracion para polifenoles totales.
N Concentracién Absorbancia a 765 nm Abs o
(ppm) 1 2 3 4 5 Promedio )
1 10 0.1540 0.1551 0.1562 0.1531 0.1525  0.1542 0.0015
2 20 0.2255 0.2297 0.2304 0.2262 0.2289  0.2281 0.0022
3 50 0.4612 0.4641 0.4652 0.4599 0.4603 0.4621 0.0024
4 80 0.6941 0.6851 0.6889 0.6910 0.6842  0.6887 0.0041
5 100 0.8631 0.8311 0.8503 0.8440 0.8572  0.8491 0.0124

Anexo 6. Valores de absorbancia para determinacion de actividad antioxidante DPPH

Tabla 43. Datos de la curva de calibracion para Trolox-DPPH.

Absorbancia a 765 nm

Absorbancia Control: 0.7163

o Trolox Abs %

(ng/mL) 1 2 3 4 S Promedio Inhibicién D-F
1 0 0.6980 0.7010 0.7000 0.7020 0.6990 0.7000  30.0979 0.0016
2 0.5  0.5750 0.5730 0.5760 0.5720 0.5740 0.5740  42.6802 0.0016
3 1 0.4170 0.4200 0.4190 0.4210 0.4180 0.4190  58.1586 0.0016
4 1.5 03100 0.3090 0.3120 0.3110 0.3080 0.3100  69.0433 0.0016
5 2 0.1550 0.1560 0.1570 0.1550 0.1560 0.1558  84.4418 0.0008
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Anexo 7. Valores de absorbancia para determinacion de actividad antioxidante ABTS

Tabla 44. Curva de calibracion de Trolox -ABTS

Absorbancia a 734 nm

Absorbancia Control: 0.7214

1:1 Tl:]lj)x umLol/p Abs %

1 2 3 4 5 Promedio Inhibicion D.E
0.721 0.721 0.721 0.721 0.721 0.000

1 0.0000 0.0000 2 6 5 3 4 0.7214 0.0000 2
25.000 31.213 0.682 0.672 0.677 0.677 0.678 0.003

2 0 8 8 6 3 5 0 0.6776 6.0660 6
50.000 62.427 0.625 0.631 0.628 0.628 0.628 0.002

3 0 6 5 9 7/ 5 9 0.6287 12.8500 3
75.000 93.641 0.606 0.594 0.600 0.600 0.600 0.004

4 0 4 1 9 2 6 7 0.6005 16.7591 0
100.00 124.85 0.555 0.543 0.549 0.548 0.550 0.004

5 00 52 3 0 1 9 5 0.5494 23.8481 4
125.00 156.06 0.497 0.494 0.495 0.495 0.495 0.001

6 00 90 3 1 6 8 7 0.4957 31.2864 1
150.00 187.28 0.456 0.450 0.453 0.453 0.453 0.002

7 00 28 4 4 2 5 7 0.4534 37.1445 1
200.00 249.71 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.000

8 00 03 7 7 7 7 7 0.3487 51.6634 0
250.00 312.13 0.261 0.261 0.261 0.261 0.261 0.000

9 00 79 6 6 6 6 6 0.2616 63.7372 0
1 300.00 37456 0.163 0.155 0.158 0.160 0.159 0.002

0 00 55 1 9 5 3 2 0.1594 77.9041 6
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Anexo 8. Secuencia de ADN NI16-44
NI16-44:

CTTTAAAACTTTTATATTTGTTCTGAAACAATGAAAATTTAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTCGTATCGATGAAAAACGCATCAAAGCGCGATAGGTAGTGCG
AATTGCAAACGTGAGTCATTGAATTTTTGAACGCATATTGCGCTGTTAGTTTGTCT
AATATCATGCTTGTTGGAGTGATAATCTTCCT

Anexo 9. Resultados de identificacion mediante algoritmo BLAST

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results

RID SGB3BZ5B013 Search expires on 01-17 04:45am Download All v

Program BLASTN@ Citation v QG Ay il e [ exclude

Database core_nt  See details v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
+ Add organism

Query ID IcllQuery_1190839

Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna ‘

Query Length 199

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

to

to

Sequences producing significant alignments Download ¥ Selectcolumns '  Show (2]
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Max | Total Per. A
Description Scientific Name i EE] | @y E e =

Score Score Cover value Ident Len /Accession
v

Starmerella bacillaris strain 7M-11 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal | RNA gene and int.._Starmerella bacill... 335 335 100% 1e-87 96.98% 889 OK181155.1

Starmerella bacillaris isolate B_62 internal transcribed spacer

Stammerella bacill... 335 335 100% 1e-87 96.98% 413 KU9502301

Starmerella aff. zemplinina Cz10 internal franscribed spacer inte. .. Stammerella aff z. 335 335 100% 1e-87 96.98% 399 KIT933400.1

Anexo 10. Secuencia de ADN NI13-44
NI 13-53:

AGCGCAACGAATTGCGATACTTAATGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCAAG
TTCTTGAACGCACATTGGGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCAAGCCTGTTTGAGCG
TCATTTCCTTCTCACTATTTAGTGGTTATGAGATTACTCGAGGGTGGGGTCGGTGA
AGAGCGCAACGAAATTCGTTAAGTAATTTGAATTTCTTCTTTTCTTGACTCTTTGA
ATT

Anexo 11. Resultados de identificacion mediante algoritmo BLAST
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Job Title Nucleotide Sequence Filter Results

RID S0JOBA9GO13 Search expires on 01-11 05:04am Download All v -
Program BLASTN@ Citation v Organism_ only top 20 will appear exclude
Database corent See details v Type common name, binomial, taxid or group name

<+ Add organism
Query ID IcllQuery_4594955
Description None Percent Identity E value Query Coverage

Molecule type dna

Query Length 448

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

" o[ ][ e[ |

Sequences producing significant alignments Download ¥ Select columns ¥ Show | 100Y | @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance treeof results MSA Viewer
D " Scientific Max Total Query B val Pac dont | AcE 1
escription er. Ident n
i 2 Name Score  Score  Cover T Value < ol Accession
Dexkera bruxellensis voucher Bb_Tou_Fr1 18S nbosomal RNA gene. partial sequence. int... Brettanomyc 261 261 35% 7665  96.79% 449 JQ327829.1
Brettanomyces bruxellensis isolate 27 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequenc. .. Brettanomyc 261 261 35% 7e-65 96.79% 450 MI734875.1

Brettanomyces bruxellensis voucher IUVV-VAIMIS-W18 10 small subunit ibosomal RNA ... Brettanomy: 261 261 35% 7e-65 96.79% 389

MH252557 1

Anexo 12. Secuenciacion de ADN NII12-43

NII12-43:

AGCGAAGGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGCACGAACCTTTCGGGGT
GAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGGATCTATCCACGGGTGGGGGATAAC
TTTGGGAAACTGAAGCTAATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTC

GTCTGTGGAGTAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAA
GGCGATGATCGATAGCTGG

Anexo 13. Resultados de identificacion mediante algoritmo BLAST

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results

RID 8TFPZWK3015 Search expires on 08-02 21:19 pm Download All v

Program BLASTN@  Citation v OrgansEONH N 0N Cepe) D xcids

Database core_nt  See details v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
+ Add organism

Query ID IcllQuery_3787985

Description None Percent Identity E value Query Coverage

1o to

Molecule type dna ‘ to

Query Length 236

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ™ Select columns ' Show (2}
selectall 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Max Total Query E Per.
Descipmm SCIenm.c Neme Score Score Cover value Ident ACC'LEH Accession
- v - - v
Komagataeibacter oboediens strain NCIB 8034 chromosome, complete genome Komagataeibacter oboediens 414 2073 100% 2e-111 98.31% 3495026 CP117861.1
Komagataeibacter oboediens strain BPZTR01 chromosome, complete genome Komagataeibacter oboediens 414 2073 100% 2e-111 98.31% 2642352 CP0434811
Komagataeibacter intermedius strain SLAM-NK6B chromosome, complete genome Komagataeibacter intermedius 414 2073 100% 2e-111 98.31% 3610659 CP185240.1
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Anexo 14. Secuenciacion de ADN NII12-44
NII12-44:

TCTCGCATACAACTGCAAAAGAATGGCACGGCTTCAGGCAGCATAAGCCGGGTC
AGCCTCGGCGTTATCAGCCGCAAAATGCCCAGCCCGAAGGCTGCTAGAGCAGAT
CCAGTTTGAATGGACACGTTCGAACTGGTGAA

Anexo 15. Resultados de identificacion mediante algoritmo BLAST

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID 8TRGGP2Y015 Search expires on 08-02 23:32 pm Download All v
. i I ill
Program BLASTN @ Citation v Organism _only top 20 will appear D exclude
Database corent  See details v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
=+ Add organism
Query ID Icl|Query_113575
Description None Percent Identity E value Query Coverage

to

Molecule type dna ‘ to

Query Length 140

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns ¥ Show (2}
selectall 30 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
N Max Total Query E Per.
Desccplmn SCIEntIfE Name Score Score Cover value ldent Acchen Accession
- - - - -
K xylinus strain DSM 2325 chromosome Komagataeibacter xyli.. 231 2869 100% 1e-56 96.85% 3353346 CP025269.1
K nataicola strain FWP-2023 chromosome, complete genome Komagataeibacter nata 187 4172 95% 3e-43 96.49% 3533141 CP134885.1
K nataicola strain RZS01, complete sequence Komagataeibacter nata 187 7394 95% 3e-43 96.49% 3485191 CP019875.1
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