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Penicillium
Caracteristicas
Taxonomia Morfologia
-Hongo filamentoso -Rei i divisi6 spica: - ., : _ Micotoxinas
g . Reino Fungi, division Macroscépica: colonia color Reproduccién y Ciclo de Vida _
-Ubicuo Ascomycota, clase blanco al inicio del crecimiento y ya— 32 tipos
_ Eurotiomycetes, orden maduro denota colores verdes y -vegetatvo i :
-Crece(;1)((t9rr(1e r?]rgsblentes Eurotiales, familia grisaceos -Asexual Ocratc;mtnall_A (o)
= _ Trichocomaceae Microscépicamente: formado de el -raiuiina
-Saprofiticos ambientales | -En 1809 se introduce el nombre | conidiéforos, metulas, filiades y -Citrina
Penicillium (“cepillo”) conidios
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Antheridium
Ascogonium =
Antheridial branch J&

Abdel & Hosny (2016); Chegg (2021); INSST (2016); Link (1809); Srinivasan et al. (2020); Sweeney & Dobson (1998);
Visagie et al. (2014);
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Aspergillus

Introduccion

» Hongo filamentoso * Reino Fungi, division « Colonias color gris, * La mayoria de las * Produccién principal
« Ubicuo Ascomycota, clase verde, negro, pardo, especies son de aflatoxinas: B,, B,
- Saprofitico Eurotiomycetes, blanco anamorfas ) G,yG,
S ErEes 8§ e s orden Eurotiales y » Estructura basa en (reproduccion

temperaturas y familia conidioforo, vesicula, asexual)

humedad 'énchopo(r:acefie filade y conidios * Solo algunas
« RANi : > * Especie descrita en especies son

ssappcl)?gsdlspersmn de 1729 por Pietro teleomorfas

Micheli

&

Ashour (2014); Carrillo (2003); Guarro et al. (2010); Krijgsheld et al. (2013); Pimenta et al. (2020); Richardson & Hope (200"" '
Sweeney & Dobson (1998)
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Importancia de inhibicidon de Penicillium spp. y Aspergillus spp.

Patdgenos 09 4
debido a | sOQ 9

micotoxinas _ penicilium O aspergillus |
C
0L,0°
18,4 % 15,6%

Incidencia de los hongos en
aves de corral

Contaminacion
de alimentos

Problemas
respiratorios y
digestivos

Presencia de hongos en piensos
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Kombucha

Bebida fermentada de te, azucar y un cultivo simbiotico de bacterias y levaduras (SCOBY)

> Bacterias acido acéticas: f
Komagateibacter spp., Gluconobacter
spp., Acetobacter spp.
> Bacterias acido lacticas:
Lactobacillus, Lactococcus G'gse
> Levaduras: Schizosaccharomyces "o
pombe, Saccharomycodes ludwigii,

Interacciones microbianas

Tea ;.' Table Sugar

ey
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Fructose \ |l

P

Kloeckera apiculata, Saccharomyces ® > GluconicAdd
cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Sucrose Y é
. cetic AC
Torulaspora delbrueckii, Brettanomyces
\ bruxellensis | g
> Ethanol
Y —> CO2 ooog>
SCOBY
Oxidation
Invertase l
Sucrose c Glucose Fructose Cellulose
. _— + —
Beblda . . Ferment g (jé@ é ‘a_—_h‘\\?Z"-
Fermentada k Ethanal Acetic Acid )
Biofilm
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Composicion de la kombucha

Acido
Acético

Cellulose layer with bacteria and yeasts
attached

- 1\

Propiedades

Flavonoides

W .
EGCG, ECG, g — Bacterial cells L g =
- — . Yeast cell antifungicas
Ameno acids, biogenic
mﬁ :mnm p&mntnlIS.

D Acete, Ig]umni::, P 5, stlun.j ol ytic

glocwonic, ciric, antibiotically active matter,

L-lactic, malic, carbondionide, phenol, tea

tartaric, mealonic, volyphenuls, D-saccbic

oxalic, it Mangmese, oo, nickel, acid 1,4-lactone (DSL) _ Kombucha tea

PO o e copper, zinc, lead, cobal, (liquid part)

acid

chrommm, fuoride,
nitrate, phosphate and
sulfate
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Objetivo General

Evaluar el efecto inhibitorio de kombucha de té negro y verde en Penicillium spp.
y Aspergillus spp.
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Objetivos Especificos

¢ Elaborar kombucha de té negro y verde a partir de bibliografia.

¢ Caracterizar las propiedades fisico-quimicas de pH y azucares totales en la
kombucha alos 0, 7, 14, 21 y 28 dias.

¢ Determinar el efecto de inhibicion de la kombucha de té verde y negro en
Penicillium spp. y Aspergillus spp. mediante pruebas de susceptibilidad
antifingica
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Hipotesis

La kombucha de té verde tiene un mayor efecto inhibitorio sobre Penicillium spp.
y Aspergillus spp., que la kombucha de té negro
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Preparacion
kombucha de
té negroy

Preparacion
Filtracion de de
kombuchas suspensiones

Medicion pHy
azucares
totales

Identificacion

Hongos

verde fangicas
Tincion con Azul de Cultivo de los hongos Infusion de 3-;9%29 teen1L de Muestras de kombuchas
E ?dheﬂlzactofenol/ 6 en medio PDA

Suspensién del hongo en

En el recipiente estéril se afiade el agua destilada estéril

té endulzado, 30 g/L de SCOBY y
Tiempo de incubacion: 100 mL/L de un lote de kombucha
72 horas a 25°C -

Filtracion con papel

Whatman Dilucion10+ =

102 UFC/mL

Concentracion inicial:
1x108 UFC/mL ~ 0.5 McFarland
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Pruebas de susceptibilidad antifingica

Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) Determinacion de la Concentracién Minima Fungicida (CMF)
=

Suspension Fungica:
0,5 McFarlznd

— —— ’\q"/’f
— [ / Extensién en placa
Z6mL  Z5mlL o / f ™

T — l ZEmL  25mL  Z5mL  Z5mL 2. 5'm|_ 1 cmi
I.5mL cSmL ! 0 1 ¢ . Fluconazm I —~ L,
| / Incubacion por 72 horas a
EmLw Sl 5 mL — 25°C

Kombucha ¥ z5mL
- LR

OO 060 6 6 0

FDE  PDEB FOE  ppe  FPDB Lk
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Materiales y métodos

Evaluacion del efecto inhibitorio de kombucha de té negro y verde en Penicillium spp. y Aspergillus spp.

Pruebas de susceptibilidad antifungica

Difusion en disco Analisis estadistico

1 Discos de papel filtro 6 mm: +« Disefio experimental
L comparativo simple en el
-20 pl de kombucha de té negro tiempo
(KN) % 3 Repeticiones
=N B -20 pl de kombucha de té verde P
/ (KV)
-20 pl té negro (TN) [control -]
KV TV -20 pl de té verde (TV) [control -]

-20 pl de fluconazol comercial de
200/300 mg (FL) [control +]

FL -SCOBY de 6 mm de kombucha de Andlisis estadistico: paquete
té negro (BN) estadistico InfoStat
BN N -SCOBY de 6 mm de kombucha de
té verde (BV)
. Inoculacion del medio PDA con los -20 pl té negro (TN) [control -]
Suspension fungica respectivos hongos BV v -20 pl de té verde (TV) [control -] Prueba de
0.5 McFarland -20 pl de fluconazol comercial de ANOVA comparacion
200/300 mg (FL) [control +] Duncan
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Fermentacion de la kombucha de té verde y negro

Kombucha de té verde Kombucha de té negro

Carbonatacion de la
bebida fermentada

El té verde contiene gran

El grosor del biofilm se debe cantidad de catequinas
al contenido de polifenoles del (polifenoles) al no
' té experimentar oxidacion

Tiempo de adaptacion del
SCOBY a un nuevo ambiente
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pH de la kombucha

403 3,97
[m]
3,851 Analisis de la varianza
3,80 . .
3,744 Variable H E= E® Rj CW
pH 40 1,00 1,00 0,26
3,561 H
T ' Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
= F.V. 5C gl CM F p-valor
3,361 Modelo 8,35 9 0,93 13572,46 <0,0001
- Dias B,17 4 2,04 29908,12 <0,0001
3,104 Hombycha 0,15 1 0,15 2200 15 O ooin]
72 [pias*®ombucha 0,02 4 4,6E-03 67,37 <0,0001 |
2,76 o Error 2,0E-03 30 &,BE-05
Total 3,35 39
2,61
2,2'] T T T T T 1
0 7 14 21 28 Test:Duncan Alfa=0,05
Tiempo de fermentacian (Dias) Error: 0,0001 gl: 30

Diazs Hombucha Medias n E.E.

——Kombucha Té Verde @—Kombucha Té Negro m 4 4,1E-03 & I
21 EIV 2,74 & &,1E-03 B
28 ETH 2,7 4 4,1E-03 B
Produccién de acidos organicos P ] -
en el proceso de fermengt]acién *El valor del pH disminuya ii ig g: 05 j jji_gg - D
14 KETH 3,17 4 4,1E-03 E
Diferencias en el valor del pH *Depende del tipo de té utilizado para la preparacion de 7 KTV 3,41 4 4,1E-03 F
kombucha 7 ETH 3,59 4 4,1E-03 G
— 0 KTV 3,80 4 4,1E-03 H
micro&%ﬁgg&ﬂ%ﬁ%ﬁg'gr‘]'ceffgpo ¥ - Kombucha de té verde mayor diversidad de bacterias 0O KIN 3,97 4 4,1E-03 _ I
kombucha |acticas \Y aceéticas Madias con una letra comin no son significativamente diferesntes (p > 0,05)
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Azucares totales de la kombucha

5,58
5,50
5 45 Analisi=s de la varianza
= 5,45 Variable N R R® Bj CV
c cd
§ 3,35 "Brix 40 0,97 0,97 0,76
E 5,231 Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
= F.V. SC gl CM F p-valor
E 511 Modelo 1,65 9 0,18 121,08 <0,0001
= Dias 1,54 4 0,38 254,47 <0,0001
§ Kombucha 0,04 1 0,04 23,41 <0,0001
= 3,007 IDias*KDrrl:'.Jc'na 0,07 4 0,02 12,11 <0,0001
Error 0,05 30 1,5E-03
4,88 Total 1,85 35
478 Test:Duncan Alfa=0,05
' T T T T T 1
0 7 14 e 25 Error: 00,0015 gl: 30
Tiempo de fermentacion (Dias) Dias Kombucha Medias n E.E.
| 28 ETV 4,80 4 0,02 & |
—{—HKombucha T& Verde @ Kombucha T& Negro 21 KTV -,00 4 0,02 3
28 KIN 5,00 4 0,02 B
21 KINH 5,04 4 0,02 B
- | T 2
IProceso de fermentaC|on| I Rezende et al. (2019) | 12 IV 5,104 ':"c'f “
14 KTIN 5,11 4 0,02 C
«Hidrdlisis de la sacarosa Kombucha de té verde e TR 5,18 4 0,02 D
en sus monoémeros presenta bajas o [ < ’:‘P ructose 7 HIN 5,28 4 0,02 E
concentraciones de ’ + o KTH 5,43 4 0,02 F
' ' v] KTV 5,50 4 0,02 F

azucar y produccion de
acido glucurénico

Msdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05}

May et al. (2019); Rezende et al. (2019)
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Macrodilucion: CMI y CMF

Concentracion minima inhibitoria (Dia 0) Kombucha Té Verde
i Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 5ia 28
CMI | CMF CMI CMF | CMI | CMF CMI CMF CMI CMF

KTV Pemnllum spp. KTN-Penicillium spp. KTV-Aspergillus spp.  KTN-Aspergillus spp. Penicillium spp. | 0,5 0,5 0,5 0,25 | 0,25 | 0,0625| 0,0625 | 0,0625 0,0625

CMI: tubo 2 CMI: tubo 1 CMI: tubo 2 CMI: tubo 2 -
INECHITER M| 05 | 05 0,5 05 |0,125| 0,125 | 0,0625| 0,0625 | 0,0625| 0,0625

Concentracién minima fungicida (Dia 0)

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
- CMI | CMF CMI CMF | CMI | CMF | CMI CMF CMI CMF
KTV-Penicillium spp. KTN-Penicillium spp.
CMF: 0,5 VIV CMF: 1 VIV
Penicillium spp. 1 1 0,5 0,5 0,25 | 0,25 | 0,25 0,25 0,0625 0,0625
Aspergillus spp. BV 1 0,5 0,5 | 0,225} 0,125 | 0,125 0,125 0,0625 0,0625

Nota: Los valores de CMI 'y CMF estdn representados en V/V

ESPE\¢
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KTV-Aspergillus spp KTN-Aspergillus spp.
CMF: 0,5 VIV CMF: 1 VIV
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Macrodilucion: CMI y CMF

Concentracion Minima Inhibitoria Concentracion Minima Fungicida
| ! HI [N ] | | HI HI [ L i | HI i [N | | HI HI ]

Dia*Kombucha Dia*Kombucha

||:| Aspergilus spp. [l Penicilum spp.

@=@

La kombucha inhibe crecimiento y esporas de
los hongos

5 ESPE \1
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“j Asperailus spp. [ Penicilium spp

Efecto inhibitorio
de la kombucha

CMI

Nidhi et al. (2018); Vazquez (2013)
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Difusion en disco

Diametro de Inhibicién (mm

Cepas Kombucha Té Té Fluconazol
Fangicas Té Verde Verde Negro
0 Penicillium spp. 0 0 0 0 13
Aspergillus spp. 0 0 0 0 13
7 Penicillium spp. 0 0 0 0 8 S v
PP Aspergillus spp. Penicillium spp. Aspergillus spp. Penicillium spp.
Aspergillus spp. 0 0 0 0 11,25 Dia 14 Dia 21
14 Penicillium spp. 0 0 0 0 7,75 " e
Aspergillus spp. 0 0 0 0 9,25 “ R
21 Penicillium spp. 0 0 0 0 8
Aspergillus spp. 0 0 0 0 8,5 Aspergillus spp. Penicillium spp. Aspergillus spp. Penicillium spp.
Dia 28
28 Penicillium spp. 0 - 0 0 13
Aspergillus spp. 0 - 0 0 14
Prueba de difusion Problemas en la Kombucha de té
de disco es difusion de fenoles verde alta cantidad -
enicillium spp.

cualitativa de polifenoles

(catequinas)

Aspergillus spp.

HESPEN/
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Difusion en disco

Dia7 Dia 14
Dias Cepas Fungicas Diametro de Inhibiciéon (mm)
SCOBY Té Té Fluconazol
KTV Verde Negro
7 Penicillium spp. 0 0 0 0 8,5
Aspergillus spp. 0 0 0 0 9,25
14 Penicillium spp. 0 0 0 0 7,5 Aspergillus spp. Penicillium spp. Aspergillus spp. Penicillium spp.
Aspergillus spp. 0 0 0 0 8,75 a2l Dia 28
21 Penicillium spp. 0 _ 0 0 9,25
Aspergillus spp. 0 - 0 0 8,75
28 Penicillium spp. 0 _ 0 0 12,75
Aspergillus spp. 0 - 0 0 13,88
Aspergillus spp. Penicillium spp. Aspergillus spp. Penicillium spp.

SCOBY kombucha té SCOBY kombucha té
negro verde.

HESPE NS
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Evaluacion del efecto inhibitorio de kombucha de té negro y verde en Penicillium spp. y Aspergillus spp.

Inhibicion Penicillium spp. vs Aspergillus spp.

Cell membrane and cell wall

,/_ gg G 8 533 g } Mannoproteins
' } B-(1,6)-glucan

B=(1,3)-glucan
} chitin

O Phospholipid bilayer
of cell membrane

Fungal cell

B=(1,3)-glucan synthase

Ergosteral .

L]
gmg:‘ DNA/RNA Synthesis
Pathway /
\\‘ Squalene 7
A cna  Cantidad de ergosterol
DETE SIS | 11+ 15 pug/mg
oy » Cantidad de ergosterol
A 5,8 £ 13 pg/mg

Pasanen et al. (1999); Perelta (2012)

c

Accumuiston of GRRSRRRRSRRGRRD, o ool
toxic sterols in
cell membrane

Toxic sterols

Inhibition of
14-alpha-demethylase
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Conclusiones

¢ La kombucha de té negro y verde elaborada a partir de bibliografia presenté una disminucion del pH
y azUcares totales debido a la produccion de acidos organicos e hidrolisis de la sacarosa en el
proceso de fermentacion.

% La prueba de susceptibilidad antifungica, macrodilucion, determiné que la kombucha de té verde
tiene un efecto inhibitorio mayor que la kombucha de té negro al presentar la CMI mas baja (0,0625
V/V) el dia 21 de fermentacion, y tener los valores de CMI iguales a los de CMF.

¢ La prueba de difusion de disco no fue propicia para evaluar la actividad antifingica de la kombucha
de té verde.

¢ El efecto inhibitorio de la kombucha de té verde y negro fue mayor en Aspergillus spp. que en
Penicillium spp. debido a las probables diferencias en las cantidades de ergosterol en la membrana

celular del hongo.
GESPE\/
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Recomendaciones

¢ Al preparar la kombucha se debe tener en cuenta que el SCOBY iniciador debe estar ya adaptado al
tipo de té a utilizar.

¢ Realizar cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para concretar los componentes de la
kombucha de té negro y verde; junto con un analisis microbioldgico.

s Emplear una prueba de susceptibilidad antifingica diferente a la difusion en disco que permita
evaluar la actividad antifungica de los dos tipos de kombucha.
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