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Resumen
La kombucha es una bebida que resulta de la fermentacién aerobia de té, azlcar, agua y un consorcio
simbidtico de bacterias y levaduras (SCOBY), y que al presentar caracteristicas antifungicas se recurre a
evaluar su efecto inhibitorio contra Penicillium spp. y Aspergillus spp. Se experimentd con dos bebidas
de kombucha provenientes de té verde y negro con tiempo de fermentacion de 0, 7, 14, 21y 28 dias, a
las que se caracterizé pH y azlcares totales; y para determinar su actividad antifungica se realizaron
ensayos de macrodilucidn y difusion en disco. Con la prueba de macrodilucién se determiné que la
concentracién minima inhibitoria (CMI) mas baja (0,0625 V/V) la obtuvo la kombucha de té verde al dia
21 de fermentacién, ademas de que el valor del CMI fue igual a la concentracidn minima fungicida (CMF)
en toda la experimentacion; y en la difusién en disco se presentaron halos de inhibicion solo de la
kombucha de té negro y de su SCOBY a partir del dia 21 de fermentacién. Si bien es cierto, cada una de
las pruebas determinan que un tipo de kombucha inhibe mayoritaria a los hongos, la prueba de difusion
en disco mostrd que no es propicia para evaluar la accién de las dos kombuchas; con esto se ratifica que
es la kombucha de té verde la que tiene un efecto inhibitorio mayor que la kombucha de té negro,
ademas de que su accion es mayor en Aspergillus spp. que en Penicillium spp.

Palabras clave: kombucha, actividad antifungica, inhibicion, Penicillium spp., Aspergillus spp.
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Abstract
Kombucha is a beverage that results from the aerobic fermentation of tea, sugar, water and a
symbiotic consortium of bacteria and yeasts (SCOBY), and that by presenting antifungal
characteristics is resorted to evaluate its inhibitory effect against Penicillium spp. and Aspergillus spp.
Two kombucha beverages from green and black tea with fermentation time of 0, 7, 14, 21 and 28
days were tested and characterized for pH and total sugars; and to determine their antifungal
activity, macrodilution and disc diffusion methods were performed. With the macrodilution test, it
was determined that the lowest minimum inhibitory concentration (MIC) (0.0625 V/V) was obtained
by the green tea kombucha at day 21 of fermentation, in addition to the fact that the MIC value was
equal to the minimum fungicidal concentration (MFC) throughout the experiment; and in the disk
diffusion, inhibition halos were present only for the black tea kombucha and its SCOBY from day 21
of fermentation. Although, each of the tests determines that one type of kombucha inhibits the
majority of fungi, the disc diffusion test showed that it is not favorable for evaluating the action of
the two kombuchas; this confirms that it is the green tea kombucha that has a greater inhibitory
effect than the black tea kombucha, in addition to the fact that its action is greater on Aspergillus
spp. than on Penicillium spp.

Key words: kombucha, antifungal activity, inhibition, Penicillium spp., Aspergillus spp.
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Capitulo I: Introduccién
Formulacidon de problema
Los géneros Penicillium y Aspergillus son hongos filamentosos, saprofiticos y ambientales que se
encuentran distribuidos mundialmente; en particular estos dos géneros son considerados ubicuos
encontrandose en el suelo, material en descomposicién, aire, ambientes cerrados, semillas, etc.
(Matrood & Rhouma, 2021). Su interés de estudio se ha centrado en el rol que desempefian como
patdégenos en humanos y animales, consecuencia de las micotoxinas que generan, provocando

problemas respiratorios y digestivos si se consumen (Pitt J., 1994).

Aunque Penicillium spp. y Aspergillus spp. afectan tanto a la salud de humana y animal, hay mas
incidencia de afectacidn por alimentos contaminados con micotoxinas en los animales (Mosquito et al.,
2021); de hecho, el estudio de Rosa et al. (2006) evalud la microflora de los alimentos avicolas
encontrando ocratoxina A (OTA), micotoxina producida tanto por Aspergillus y Penicillium (Fung & Clark,

2004).

Hay una importancia econdmica y de salud dirigida a los animales que son destinados a engorde,
por tal motivo es que la afectacion fungica resulta en una de las preocupaciones por los ganaderos
dadas las pérdidas econdmicas que se pueden llevar en la industria; es por ello que se debe llevar a cabo
medidas de control, saneamiento y la utilizacidon de agentes antifungicos que mitiguen el problema
(Kuldeep et al., 2013). Una de las alternativas naturales para la inhibicién de hongos se centra en la
kombucha, bebida tradicional fermentada, a la que se le atribuye propiedades antifungicas por los

componentes que posee (Battik et al., 2012).
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Justificacion de problema

Las enfermedades fungicas causadas por micotoxinas en humanos y animales han aumentado al
pasar los afios debido a la resistencia a los farmacos antifungicos (azoles); sin embargo, cabe recalcar
que a la micosis animal se le ha prestado menos atencién (Alvarez et al., 2021). No fue hasta 2010
donde se establece el Grupo de Trabajo de Micologia Veterinaria de ISHAM, el cual empezd
investigaciones centradas en los hongos que afectan varias especies animales por micotoxinas y su

importancia de combatirlos para mejorar la salud de los mismos (Seyedmousavi et al., 2018).

Penicillium spp. y Asperguillus spp. son considerados hongos patdgenos con incidencia
mayoritaria en animales, afectando principalmente a aves de corral en un 18,4% vy 15,6%
respectivamente (Byrd et al., 2017). En Ecuador hay varios estudios sobre la deteccién de hongos en las
camadas avicolas, encontrandose con mas frecuencia Aspergillus spp. y Penicillium spp. en la cascarilla

de arroz y en los pollos de engorde (Encalada, 2011).

Dada la importancia econdmica que genera la industria avicola, resulta crucial encontrar
métodos de inhibicién fungica para mantener control sanitario y evitar pérdidas. Es asi, que el uso de
kombucha se presenta como una alternativa para mitigar hongos, dado que su composicién asociada a
la presencia de acido acético, flavonoides y fenoles le otorga caracteristicas antifungicas (Mousavi et al.,
2020); lo que ha causado interés en evaluar su potencial antifingico contra Penicillium spp. y Aspergillus

spp. en este estudio.
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Objetivos de investigacion
Objetivo General
Evaluar el efecto inhibitorio de kombucha de té negro y verde en Penicillium spp. y Aspergillus

spp.

Objetivos Especificos
e Elaborar kombucha de té negro y verde a partir de bibliografia.
e Caracterizar las propiedades fisico-quimicas de pH y azlcares totales en la kombucha a los 0, 7,
14, 21y 28 dias.
e 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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Capitulo Il: Marco Tedrico
Hongos patdgenos
A nivel mundial existen 100 000 especies de hongos descritas, de las cuales alrededor de 600
son considerados patdgenos potenciales de humanos, animales y plantas; estas afectaciones han
causado problemas en la salud y pérdidas econdmicas en el area agricola y de cria de animales
(Amercican Society for Microbioogy, 2017). Las especies de hongos que parasitan animales y plantas
suelen ser en su mayoria de tipo saprofitico y/o mutualista, pertenecientes a la division ascomicetos o

basidiomicetos, grupo en el que se encuentra Aspergillus spp. y Penicilllium spp. (Gladieux et al., 2017).

Penicillium spp.

Penicillium es un hongo filamentoso, considerado ubicuo por encontrase distribuido en una
diversidad de habitats como suelos, vegetaciones, ambientes internos humedos, aire y ciertos productos
de comida (Visagie et al., 2014). Esta distribuido mundialmente, encontrandose desde la Antartida,
pasado por los trépicos y llegando hasta Groenlandia (Pitt J. L., 2006), por tal motivo es que varias
especies del género Penicillium crecen en ambientes extremos como a bajas y altas temperaturas, bajos
niveles de oxigeno y acidez, altas concentraciones de azlcar y sales (Srinivasam et al., 2020). Ademas,
Penicillium spp. son saprofiticos ambientales, caracterizados por alimentarse de materia organica en

descomposicion (Houbraken et al., 2014).

Taxonomia

Link (1809) introduce el nombre Penicillium, significado de “cepillo”, y describe tres especies de
este género; luego de ello se agregaron mds, llegando a constatarse 354 especies aceptadas para este
género (Visagie et al., 2014). Como tal, el género Penicillium pertenece al reino Fungi, division

Ascomycota, clase Eurotiomycetes, orden Eurotiales, familia Trichocomaceae (Srinivasam et al., 2020).
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Caracterizacion Morfoldgica

Macroscépicamente las colonias de Penicillium denotan un color blanco al inicio su crecimiento,
pero ese color suele cambiar a verdoso, azul verdoso, grisdceo o mantenerse en blanco al madurar el
hongo (Figura 1), el crecimiento de estas colonias es rapido (INSST, 2016). Microscopicamente, la
estructura de Penicillium se conforma de conidiéforos, metulas, filiades y conidios; los conidiéforos se
forman densamente y su ramificacion es la que determina las especies de Penicillium, teniendo de tipo
monoverticilada, biverticilada, terverticilada y cuaterverticilada, los conidios se disponen en sucesion
basipeta (el conidio mas viejo en la punta y el mas joven en la base) y la filiada se puede encontrarse

ramificada o no y es la que le da la forma de cepillo (Figura 2) (Srinivasam et al., 2020).

Figura 1.

Caracteristicas macroscdpicas de distintas especies de Penicillium

Nota: Obtenido de Identification and nomenclatura of the genus Penicillium (p. 351), por Visagie et al.,

2014, Studies in Micology.
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Figura 2.

Estructura y tipo de ramificaciones del conididforo de Penicilllium

phialides

(A)

Nota: Tipos de ramificaciones de los conidiéforos: A) monoverticilada, B) biverticilada, C) terverticilada, y
D) cuaterverticilada. Obtenido de Penicillium (p. 653), por Srinivasan et al., 2020, Beneficial Microbes in

Agro-Ecology.

Reproduccion y Ciclo de Vida

Penicillium se reproduce por tres métodos: vegetativo, asexual y sexual. La reproduccidn
vegetativa se produce por la fragmentacion de las hifas para dar lugar a los micelios; por otro lado, la
reproduccidn asexual inicia en los conidios, que al madurar se desprenden de los conidiéforos y son
llevados por el viento hasta que llegan a un sustrato y que, al darse las condiciones de crecimiento, el
nucleo de los conidios crece, se dividen mitdticamente y emerge el tubo germinativo que da lugar a un
nuevo micelio (Chegg, 2021). En el caso de la reproduccion sexual, se ven involucrados antheridium
(parte femenina) y ascogonium (parte masculina), que al ponerse en contacto se disuelven las paredes
para dar lugar a poros permitiendo la fusién de los nucleos femeninos y masculinos, los cuales se
organizan en pares para dar lugar al nucleo diploide de la célula ascus, que por meiosis forma ocho

ascosporas en el ascus y al liberarse germinana para producir el micelio (Abdel & Hosny, 2016).
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Figura 3.

Ciclo de vida del Penicillium spp.

: S@
Phialide Conidia \
Metula
Germination

Conidiophore
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\ p o
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o
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Nota: Obtenido de Micology (p- 56), por Abdel & Hosny (2016).

Micotoxinas

En el género Penicillium se han identificado 32 micotoxinas provenientes de comida (cereales,
maiz, sorgo, mani, frutas, etc.) y piensos; de estas las mas relevantes o importantes producidas por este
género son ocratoxina A (OTA), patulina y citrinina (Otero et al., 2020). La OTA es una nefrotoxina
derivado de la isocumarina ligado con L-fenilalanina y se considera teratogénica, cancerigena,
hepatotdxica e inmunotodxica; en el caso de la patulina, es un tipo de micotoxina genotdxica que se
encuentra cominmente en manzanas y productos derivados, y que causa dafios de tipo teratogénico,
mutagénico y carcinogénico; y la citrina estructuralmente es una metilo quinona con dos enlaces

hidrogeno y es considerada una nefrotoxina que induce intoxicacién renal en animales (Perrone &

Susca, 2017).
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Figura 4.

Micotoxinas relevantes producidas por Penicillium spp.
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Nota: Obtenido de Mycotoxin production by Aspergillus, Fusarium and Penicillium species (p.143), por

Sweeney & Dobson, 1998.

Asperguillus spp.

Aspergillus es un tipo de hongo filamentoso anamarfico (asexual), sin embargo, ciertas especies
son teleomorfas (sexuales) (Richardson & Hope, 2009). Se considera uno de los hongos con mas
abundancia en el mundo, y presentan ciertas caracteristicas como ser ubicuos, saprofiticos, crecer a
diferentes temperaturas (6-55°C) y baja humedad, dispersidn de esporas rapida y considerarse patégeno

oportunista de animales y humanos (Krijgsheld et al., 2013).

Taxonomia

El género Aspergillus fue descrito en 1729 por el bidlogo italiano Pietro Micheli, ddndole ese
nombre porque la formacidn de las esporas era igual al rociador de agua bendita, denominado
aspergilium; ademas se describieron un total de 339 especies para este género de hongo (Pimenta et al.,
2020). Aspergillus pertenece al reino Fungi, divisidn Ascomycota, clase Eurotiomycetes, orden Eurotiales

y familia Trichocomaceae (Klich & Pitt, 1988).
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Caracterizacion Morfoldgica

Macroscépicamente Aspergillus el crecimiento de las colonias es rapido, mostrando una
coloracion gris, verde, pardo, negro, blanco y amarillo dependiendo de la especie (Figura 5) (Carrillo,
2003); y microscopicamente consta de una estructura formada por el conidiéforo o estipe, vesicula,
filiade, conidios, y en ocasiones metula; donde la presencia determina un conidiéforo biseriado y la
ausencia uniseriado, ademas la disposicién de las cadenas de conidios pueden darse de forma radial o

columnar (Figura 6) (Guarro et al., 2010).

Figura 5.

Caracteristicas macroscdpicas de distintas especies de Aspergillus

Nota: Obtenido de Morphological and Molecular Diversity of Aspergillus from Corn Grain (p. 4), por Zulkifli

& Zakaria, 2017, Journal of Biosciences.
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Figura 6.

Estructura microscopica de Aspergillus spp.
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Nota: Obtenido de Differences and Similarities Amongst Pathogenic Aspergillus Species (p. 9), por Guarro

etal., 2017, Aspergillosis: From Diagnosis to Prevention
Reproduccion y Ciclo de Vida

Aspergillus tiene tres tipos de reproduccion: vegetativa, asexual y sexual, de estos tres tipos la
asexual es la mas comun en el género (Krijgsheld et al., 2013). La reproduccién vegetativa se da por
fragmentacién, donde la hifa se rompe para dar paso a otro cuerpo vegetativo; en el caso de la
reproduccidn asexual, ya formada toda la estructura del hongo los conidios o esporas maduros se
liberan de los filiades y al tener las condiciones dptimas de crecimiento se forma e tubo germinativo
dando lugar a una nueva hifa; y para que se efectué la reproduccidn sexual, el hongo debe presentar
tanto hifas femeninas (ascogonium) y masculinas (antheridium), que al ponerse en contacto se fusionan
dando lugar a una hifa fecundada que permite la formacion de ascocarpo en donde se forman 8
ascosporas que al madurar se liberan, forman el tubo germinativo y dan lugar a nuevas hifas (Ashour,

2014) .



27

Figura 7.

Ciclo de vida de Aspergillus spp.

Nota: Las flechas rojas representan la reproduccidn asexual y las moradas la sexual de Aspergillus spp.

Obtenido de Control of Sexual Reproduction in Aspergillus Species (p. 4), por Ashour, 2014.

Micotoxinas

Son varias las micotoxinas generadas por Aspergillus spp., siendo las aflatoxinas las que produce
mayoritariamente este género; este tipo de micotoxina son derivados de difuranocumarinas, se
encuentran contaminando piensos y alimentos, y las principales son aflatoxina Bi, By, G1y G, (Figura 8)

(Sweeney & Dobson, 1998).
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Figura 8.

Aflatoxinas principales producidas por Aspergillus spp.

Aflatoxin Gy Aflatoxin Ga

Nota: Obtenido de Mycotoxin production by Aspergillus, Fusarium and Penicillium species (p. 143), por

Sweeney & Dobson, 1998.

Kombucha
La kombucha es una bebida fermentada de té endulzado y un cultivo simbidtico de bacterias y
levaduras (SCOBY), que se compone de dos partes, una liquida y otra sélida que es el biofilm que se

forma en la superficie (Figura 9) (Al-Mohammadi et al., 2021).

El proceso de fermentacidn de la kombucha se lleva a cabo debido a los varios microorganismos
gue conforman el consorcio simbiotico del biofilm inicial que son bacterias acido acéticas como
Komagateibacter spp., Gluconobacter spp., Acetobacter spp., bacterias dcido lacticas como Lactobacillus
y Lactococcus, y levaduras tales como Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes ludwigii,
Kloeckera apiculata, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora delbrueckii,
Brettanomyces bruxellensis; permitiendo asi, dar lugar al nuevo biofilm y una bebida con caracteristicas

acidas (Coton et al., 2017).
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Figura 9.

Componentes de la kombucha

Nota: Imagen propiedad de autor

Reacciones Bioquimica en la kombucha

Durante el proceso de fermentacién de la kombucha ocurren reacciones enzimaticas que dan
lugar a la formacién del biofilm y componentes en el té fermentado; estas reacciones primero ocurren
cuando las levaduras producen invertasa que actua en la ruptura de la sacarosa en glucosa y fructosa, y
luego convierte estos mondmeros en didxido de carbond y etanol; y después las enzimas de las
bacterias oxidan el etanol produciendo acido acético, y a su vez toman la fructosa y glucosa para formar

celulosa y dar lugar a la formacion del biofilm (Figura 10) (May et al., 2019).
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Figura 10.

Interacciones microbianas de la kombucha en el proceso de fermentacion

@//

Tea ':' Table Sugar

Glucose

@

Invertase

&
&

Sucrose

o\ Cellulose ==

Fructose

rS——r————> Gluconic Acid B

\ Acetic ACldé

/ » Ethanol g

—> 02 o:ob

Nota: Obtenido de Kombucha: a novel model system for cooperation and conflict in a complex multi-

species microbial ecosystem (p. 5), por May et al., 2019, Peer].

Composicidn quimica de la kombucha

La composicién quimica de la kombucha no ha sido estable debido a que cambia dependiendo la
composicion quimica del hongo y la regiéon donde se lo prepare (Jayabalan et al., Kombucha Tea:
Metabolites, 2017); sin embargo, son los acidos organicos (acidos glucénico, acético, glucurdnico, oxalico,
lactico, piravico, malénico, tartarico, citrico, malico, oxdlico, pirtvico), azlcares (fructosa, glucosa), 14
aminoacidos, vitaminas (B1, B2, Bs, B12 y C), lipidos, proteinas, enzimas hidroliticas, minerales, aniones los

componentes usuales de esta bebida fermentada (Jayabalan et al., 2014).

Hipdtesis de investigacion
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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Capitulo Il: Materiales y métodos

Identificacion de los hongos

La identificacidon de los cultivos de Penicillium spp. y Aspergillus spp. se realizé mediante una
impronta y tincién con azul de lactofenol; para ello, en una placa portaobjetos se colocd 1 gota del
colorante, a parte se corté un segmento de cinta adhesiva transparente de aproximadamente 2 cm, se
unieron sus extremos y una de sus superficies adhesivas se pego al asa micoldgica, posteriormente se
tocé la superficie del cultivo de hongo con el lado adhesivo de la cinta para luego colocarla sobre la gota
del colorante, se aplicd un poco de presidon y finalmente se observé en el microscopio (Lopez et al.,

2014).

Preparacidn de la kombucha

Los cultivos iniciales de Kombucha o SCOBY se obtuvieron de la marca comercial Con Amor. La
elaboracion de Kombucha se realizé a partir de una infusion con 3.2 g de té (dos bolsas) en un litro de
agua hirviendo por 3 minutos, luego se retiraron las bolsas de té y se agregaron 50 g/L de azucar, se dejo
enfriar hasta que se alcanzé una temperatura ambiente. A continuacion, se pesé 30 g/L del SCOBY y se
lo colocd en la infusidn de té, finalmente se le afiadié 100 ml/L de un lote de Kombucha producido

anteriormente (Rezende et al., 2019).

Tiempo de fermentacion
Los lotes producidos de kombucha de té verde y negro experimentaron un tiempo de

fermentacién aerobia de 0, 7, 14, 21 y 28 dias; tiempo considerado para su andlisis contra Penicillium

spp. y Aspergillus spp.

Determinacion de pH y aztcares totales
El pH y los azlcares totales de la kombuchas de té verde y negro a los diferentes dias de

fermentacion, se midieron con potenciometro y refractémetro respectivamente.
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Cultivo de los indculos fungicos
Penicillium spp. y Aspergillus spp. se sembraron en medio PDA con un tiempo de incubacién de

72 horas a 25°C.

Preparacidn de las suspensiones flungicas
Mediante un hisopado se toma la muestra cada uno de los hongos y se suspende en tubos con
agua destila estéril alcanzando una turbidez 0.5 McFarland correspondiente a 1x108 CFU/mL (Khan et

al., 2006); en total se utilizaron 36 mL de cada una de las suspensiones fungicas.

Pruebas de susceptibilidad antifiingica
Antes de realizar los ensayos y después de efectuado el correspondiente tiempo de
fermentacién, la kombucha se filtra utilizando papel Whatman segun la técnica determina por Rezende

et al., (2019).

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima fungicida (CMF)
El método de macrodilucién en caldo se propicié para determinar CMI de la kombucha de té
verde y negro a los diferentes dias de fermentacidn contra Penicillium spp. y Aspergillus spp. Se siguid la
metodologia planteada por CLSI (2018) con una adaptacion a hongos, para lo cual se prepararon 32
tubos, de los cuales 24 contenian 2,5 ml de Caldo Papa Dextrosa (PDB) y los demas estaban estériles,
luego se pasaron a realizar las diluciones seriadas con Kombucha, PDB y las suspensiones fungicas;
ademas se contd con un control negativo, positivo (fluconazol) y de esterilidad (Figura 11). Los
volumenes finales y el contenido de cada tubo se describen en el Apéndice 1. La variable de respuesta

considerada para la determinacion del CMI es la presencia-ausencia del hongo.



Figura 11.

Esquema grdfico de la macrodilucion en caldo
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Nota: el esquema representa los volumenes de kombucha, PDB y solucion fungica utilizadas para

diluciones seriadas con factor de dilucion 1:2 (tubo 1 al 5), y los controles: negativo (tubo 6), de

esterilidad (tubo 7) y positivo (tubo 8).

Para la CMF se tomd 100 uL del tubo considerado CMI, y dicha muestra se sembré en medio
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PDA mediante extensién en placa y se dejé incubar por 72 horas a 25°C. Se realizé una tincién Gram de

los cultivos obtenidos.
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Método de difusion en disco

Para determinar la actividad antifungica de la Kombucha de té verde y negro contra Penicillium
spp. y Aspergillus spp. se empled el método de difusién en disco. El método consiste en que con un
hisopo se toma la muestra ajustada a una escala apropiada de McFarland, luego se inocula el medio
realizando movimientos seguidos de lado a lado con el hisopo y finamente se colocan discos de papel de
6 mm de diametro (Battik et al., 2012); en este caso en cada caja Petri inoculada con el respectivo
hongo, se le colocaron 5 discos impregnados con 200 uL de kombucha de té negro, kombucha de té
verde, infusiones de té negro y verde como controles negativos y fluconazol comercial de 200 y 300 mg
como control positivo respectivamente. Por otro lado, también se colocaron 3 discos de papel
impregnados con 200 ulL de infusiones de té negro y verde y de fluconazol comercial respectivamente, y

el SCOBY de té verde y negro. Las cajas se incubaron a temperatura ambiente por 72 horas.

Analisis estadistico

Se lleva a cabo un disefio experimental comparativo simple en el tiempo, considerando tres
repeticiones. El andlisis de los resultados se realizé en el programa estadistico InfoStat, donde se efectué
analisis de varianza (ANOVA) y prueba de comparacidon Duncan manteniendo un valor-p < 0,05. Los

graficos fueron generados por el mismo software estadistico.
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Capitulo llI: Resultados

Identificacion de las cepas fungicas
Los aislado obtenidos de cepas fungicas, se corroboraron que por caracteristicas macro y

microscopica pertenecen a los géneros Penicillium y Asperguillus respectivamente (Figura 12).

Figura 12.

Caracteristicas macro y microscopicas de Penicillium spp. y Aspergillus spp.

A)

)

Nota: Vista macroscépica y microscépica de A) y B) Penicillium spp., y de C) y D) Aspergillus spp.

Fermentacion kombucha de té verde y negro
Durante los dias 0, 7, 14, 21 y 28 de fermentacidon aerobia de la kombucha hay un notable
crecimiento gradual del SCOBY y carbonatacién en la bebida; sin embargo, la kombucha de té negro

presenta un SCOBY de mayor tamafio comparado a la de té verde (Figura 13).
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Figura 13.

Kombucha de té negro y verde en los diferentes dias de fermentacion

Nota. El grafico representa las caracteristicas macroscépicas de la Kombucha de A) té verde y B) té negro

alos0, 7,14, 21y 28 dias de fermentacidn.

pH
Se realizaron mediciones del pH de la kombucha de té verde y negro por triplicado los diferentes
dias de fermentacién, de las cudles se saco un promedio (Apéndice 2) que fue el utilizado para el andlisis

de resultados.

El pH de las kombuchas disminuyé a medida que el tiempo de fermentacién aumentaba,
pasando de 3,80 en el dia 0 a 2,61 en el dia 28 para el caso de a kombucha de té verde; y de 3,97 en el
dia 0a 2,74 en el dia 28 para la kombucha de té negro (Figura 14); por lo que la kombucha de té verde
resulta ser mds mas acida desde su primer dia de fermentacién en comparacién con la kombucha

proveniente del té negro.



37

Con el ANOVA se estable que los dias de fermentacion, el tipo de kombucha y su interaccion son
significativas dado a que exponen un valor-p < 0,0001; y en la prueba de comparacién de Duncan los
dias de fermentacién con el tipo de kombucha muestran diferencias significativas en relacion al pH, a
excepcion de los dias 21 con KTV y 28 con KTN que tiene un pH igual de 2,74 (Figura 15). De todas las

interacciones, el dia 28 de fermentacion y la kombucha de té verde muestran el pH mas bajo (2,61).

Figura 14.

Variacion del pH de la kombucha de té verde y negro en funcion de los dias de fermentacion
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Nota: Grafica creada en InfoStat



Figura 15.
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ANOVA y prueba de comparacion de Duncan del pH de la kombucha de té verde y negro

Analisiszs de la varianza

Variable N R*=
pH 40 1,00

R: B3 CV
1,00 0,26

Cnadro de Analisi= de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p-valor
Modelo 8,35 9 0,93 13572,46 <0,0001
Dias 2,17 4 2,04 29908,12 «<0,0001
Kombucha 0,15 1 0,15 2250,15 «<0,0001
Dias*Eombucha 0,02 4 4,6E-03 67,37 «0,0001
Error 2,0E-03 30 &,8E-03
Total 8,35 39

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,0001 gl: 30
Dias Hombucha Medias n E.E.

28 EIV 2,61 4 4,1E-03 &
21 EIV 2,74 4 4,1E-03 E

28 KTN 2,74 4 4,1E-03 B

21 KIN 2,81 4 4,1E-03 C

14 KTV 3,09 4 4,1E-03 D

14 KIN 3,17 4 4,1E-03 E

7 KTV 3,41 4 4,1E-03 F
7 KTN 3,50 4 4,1E-03

o KTV 3,80 4 4,1E-03

0 KTN 3,97 4 4,1E-03

H

I

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

Nota: La grafica determinada en InfoStat muestra la significancia estadistica de datos de los dias de

fermentacion, el tipo de té de kombucha (KTV: kombucha de té verde y KTN: kombucha de té negro) y su

interaccion en relacidn a las medidas de pH.

AzUcares totales

Se realizaron mediciones por triplicado de los azlcares totales (°Brix) de la kombucha de té

verde y negro a los diferentes dias de fermentacién; y de estas mediciones se sacé un promedio

(Apéndice 3) que fue el utilizado para el analisis de resultados.
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Los azUcares totales, medidos en °Brix, de la kombucha de té verde y negro mostraron el mismo
comportamiento que el pH en los diferentes dias de fermentacidn, es decir que a mas dias de
fermentacién menos cantidad de azucares. Siendo asi que, en el caso de la kombucha de té verde pasé
de 5,50 °Brix en el dia 0 a 4,80 °Brix en el dia 28, y en el de la kombucha de té negro de 5,45 °Brix en el
dia 0 a 5 °Brix en el dia 28 (Figura 16); por lo que, la kombucha de té verde presenta una mayor

disminucién de azucares totales en el tiempo en comparacién con la kombucha de té negro.

Con el ANOVA se estable que los dias de fermentacion, el tipo de kombucha y su interaccién son
significativas dado a que exponen un valor-p < 0,0001 en relacidn a los azlcares totales; y en la prueba
de comparacion de Duncan los dias de fermentacion 7 de dos tipos de kombucha (KTV y KTN) y el dia 28
de la kombucha de té verde (KTV) son significativas ya que se agrupan en letras Unicas (valor-p <0,05);

de estas es la KTV a los 28 dias de fermentacién que tiene los °Brix mas bajo (Figura 17).

Figura 16.

Variacion de los aztcares totales de la kombucha de té verde y negro en funcion de los dias de

fermentacion

AzlUcares Totales ("Brix)

0 7 14 2 28
Tiempo de fermentacidn (Dias)

| =—{——HKombucha Té Verde @—Kombucha Té Megro

Nota: Grafica creada en InfoStat
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Figura 17.

ANOVA y prueba de comparacion de Duncan de los azucares totales de la kombucha de té verde y negro

Analisis de la varianza

Variable N R*
°Brix 40 0,97 0,957 0,76

Cnadro de Analisis de la Varianza (S5C tipo III)
F.V. 5C gl M F p-valor

Modelo 1,65 © 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
Dias*Kombucha 0,07 4 0,02 12,11 «<0,0001
Error 0,05 30 1,5E-03

Total 1,69 39

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,0015 gl: 30

Dias Kombucha Medias n E.E.

28 KTV 4,80 4 0,02 A

21 KTV 5,00 4 0,02 B

28 KTH 5,00 4 0,02 B

21 KTN 5,04 4 0,02 B

14 EIV 5,10 4 ¢,02 c

14 KTN 5,11 4 0,02 C

7 KTV 5,18 4 0,02 D

7 KETN 5,28 4 0,02 E

a KTN 5,45 4 0,02 F
1] EIV 5,50 4 g¢,02 F
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,.05)

Nota: La grafica determinada en InfoStat muestra la significancia estadistica de datos de los dias de
fermentacion, el tipo de té de kombucha (KTV: kombucha de té verde y KTN: kombucha de té negro) y su

interaccion en relacidn a las medidas de °Brix.

Concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima fungicida (CMF)

La variable de respuesta a la concentracion minima inhibitoria de la kombucha de té verde y
negro a los diferentes dias de fermentacidn contra Penicillium spp. y Aspergillus spp. se denota
mediante el ultimo tubo con la dilucién que no mostraba crecimiento del hongo. En base a ello,
macroscopicamente se visualiza que el crecimiento de hongo desaparece paulatinamente en las
diluciones a medida que el tiempo de fermentacidn de la kombucha es mayor (Apéndice 4), por tanto, la
CMI disminuye en relacién a que aumenta los dias de fermentacidn para los dos hongos, y es mayor en

Aspergillus spp. que en Penicillium spp. (Figura 18).
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Segun los resultados se determinan que la kombucha de té verde desde el dia 21 de fermentacion
presenta el CMI mas bajo (0,0625 V/V) contra los dos hongos, y lo mismo se experimenta para el dia 28
de fermentacion; en cambio para la kombucha de té negro el CMI mas bajo (0,0625 V/V) contra los dos

hongos es cuando su tiempo de fermentacidn es 28 dias (Tabla 1).

La concentracién minima fungicida (CMF) disminuye mientras el tiempo de fermentacién de la
kombucha aumenta y graficamente se determina que esta es mayor en Aspergillus spp. que en
Penicillium spp. (Figura 19); ademas que valores de CMF resultan ser los mismos que la CMI (Tabla 1)
dado a que los cultivos por extension en placa resultaron ser levaduras, a excepcién del cultivo de CMI
de kombucha de té negro con 0 dias de fermentacién contra Aspergillus spp. donde crecié el hongo

(Apéndice 5).

Figura 18.

Concentracion minima inhibitoria de la kombucha de té verde y negro a diferentes dias de fermentacion

y su relacion con la cepa fungica.
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Nota: Grafica creada en InfoStat



Tabla 1.
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Concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracion minima fungicida (CMF) de la kombucha de té

verde y negro a diferentes dias de fermentacion contra Penicillium spp. y Aspergillus spp.

Kombucha Té Verde

Cepas Fungicas Dia0 Dia?7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
cMI  CMF  cMI CMF  CcMI CMF cMmi CMF cMmI CMF
Penicillium spp. 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25 0,25 0,0625 0,0625 0,0625 0,0625
Aspergillus spp. 0,5 0,5 0,5 0,5 0,125 0,125

Kombucha Té Negro

0,0625 0,0625 0,0625 0,0625

Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF CmI CMF
Penicillium spp. 1 1 0,5 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 0,0625 0,0625
Aspergillus spp. 0,5 1 0,5 0,5 0,125 0,125 0,125 0,125 10,0625 0,0625

Nota: Los valores de CMI y CMF estan representados en V/V
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Figura 19.

Concentracion minima fungicida de la kombucha de té verde y negro a diferentes dias de fermentacion y

su relacion con la cepa fungica.

CMF (3N)
8

I I | .

OKTV KTV 14TV 2161V 28KV 0:KTH TKTN 14:KTN 21:KTH 28:KTN
Dia*Kombucha

“:| aspergilus spp. [l Penicilium spp.

Nota: Grafica creada en InfoStat

Difusidn en disco
Se realizaron mediciones por triplicado de los halos de inhibicién (mm) a los diferentes dias de
fermentacion (Apéndice 6y 7); y de estas mediciones se sacé un promedio que fue el utilizado para el

analisis de resultados.

El método de difusion en disco evidencid que la kombucha de té negro al dia 28 de fermentacion
tiene un efecto antifungico leve contra Penicillium spp. y Aspergillus spp., comparado al control positivo
fluconazol (Figura 20). La actividad antifungica de a kombucha de té negro es mayor sobre Aspergillus
spp. denotando un halo de inhibicidn de 6,75 mm que en Penicillium spp. con un halo de inhibicidn de
6,5 mm (Tabla 2). En el caso de la kombucha de té verde al no presentar ningln halo de inhibicién no

tiene efecto antifdngico en ninguno de los dos hongos.
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La actividad antiflingica del SCOBY se evidencia para el biofilm de kombucha de té negro el dia
21y 28 de fermentacién (Figura 21); siendo el dia 28 el que presenta halos de inhibicion de mayor
tamafio. La actividad antigungica del SCOBY de té negro es mayor en Aspergillus spp. con un halo de
zona de inhibicién de 7,30 mm, en comparacion a Penicillium spp. que presenta una zona de inhibicidn
de 7,25 mm (Tabla 3). En el caso del SCOBY de té verde no tiene un efecto antifliingico frente a los dos

hongos ya que no presentd halos de inhibicidn en ningun dia de fermentacion.

Las infusiones de té negro y verde, utilizadas como control negativo, como se esperaba no
presentaron ningun halo de inhibicidn; en cuanto al control positivo (fluconazol), se obtuvo halos de
inhibicién un tanto distintos debido a que para el dia 0 y 28 se utilizé fluconazol comercial de 300 mgy
para los demas dias se utilizé fluconazol comercial de 200 mg (Tabla 2 y 3), entonces como tal se obtuvo

un halo promedio de 9,76 mm para Penicilllium spp.y 11,12 mm para Asperguillus spp.

Los resultados graficos de la difusién en agar de todos los dias de fermentacidon se encuentran

en el Apéndice 8.

Figura 20.

Difusion en agar con discos impregnadas con fluconazol (FL), kombucha de té verde (KV), kombucha de

té negro (KN), té negro (TN) y té verde (TV) en cultivos de Penicilllium spp. y Aspergillus spp.

A) B)

Nota: Medio PDA inoculado con A) Penicilllium spp. y B) Asperguillus spp. con discos impregnados de KV y

KN de 28 dias de fermentacion.
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Figura 21.

Difusion en agar con discos impregnadas con fluconazol (FL), SCOBY de kombucha té verde (BV), SCOBY

de kombucha té negro (BN), té negro (TN) y té verde (TV) en cultivos de Penicilllium spp. y Aspergillus

A) . B) l
) l D) l

Nota: Medio PDA inoculado con A) Penicilllium spp. y B) Asperguillus spp. con discos de BV 'y BN de 21 dias

spp.

de fermentacion. Medio PDA inoculado con C) Penicilllium spp. y D) Asperguillus spp. con discos de BV y

BN de 28 dias de fermentacion.
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Tabla 2.

Didmetros de la zona de inhibicion de kombucha de té verde, kombucha de té negro, té negro, té verde y

fluconazol en Penicillium y Aspergillus spp.

Diametro de Inhibicién (mm)
Dias Cepas Fingicas Kombucha Kombucha TéVerde Té Negro Fluconazol
Té Verde Té Negro

0 Penicillium spp. 0 0 0 0 13
Aspergillus spp. 0 0 0 0 13
7 Penicillium spp. 0 0 0 0 8
Aspergillus spp. 0 0 0 0 11,25
14 Penicillium spp. 0 0 0 0 7,75
Aspergillus spp. 0 0 0 0 9,25
21 Penicillium spp. 0 0 0 0 8
Aspergillus spp. 0 0 0 0 8,5
28 Penicillium spp. 0 7,25 0 0 13
Aspergillus spp. 0 7,38 0 0 14
Tabla 3.

Diadmetros de la zona de inhibicion de SCOBY de kombucha de té verde, SCOBY de kombucha de té negro,

té negro, té verde y fluconazol en Penicillium y Aspergillus spp.

Dias Cepas Flingicas Diametro de Inhibicion (mm)
SCOBY KTV SCOBYKTN TéVerde Té Negro Fluconazol

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. 0 0 0 0 8,75

21 Penicillium spp. 0 6,75 0 0 9,25
Aspergillus spp. 0 6,5 0 0 8,75

28 Penicillium spp. 0 7,25 0 0 12,75
Aspergillus spp. 0 7,25 0 0 13,88
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Capitulo IV: Discusion

Durante el tiempo de fermentacion de la kombucha de té negro y verde se experimentaron
cambios macroscdpicos; siendo que desde el dia 0 al 28, el color de ambas bebidas fermentadas se
intensificd y su SCOBY mostrd un engrosamiento (Figura 13). Si bien el engrosamiento del SCOBY fue
mayor en la kombucha de té negro, Primiani et al. (2018) determina que el grosor del biofilm se debe al
contenido de polifenoles en la kombucha y ratifica que es la kombucha de té verde la que contiene la
mayor cantidad de estos compuestos debido a que este tipo de té no experimenta proceso de oxidacién
a comparacion de otros; con ello se determiné que el no engrosamiento del SCOBY de kombucha de té
verde se debid a que se utilizéd un SCOBY adaptado a té negro en el proceso de elaboracién de la kombucha
de té verde, y segun Antolak et al. (2021) el SCOBY necesita de un tiempo de adaptacién a un nuevo

ambiente (tipo de té).

La kombucha es una bebida que resulta de la fermentacidn de té, azucar (sacarosa) y el SCOBY
(bacterias acido acéticas, acido lacticas y levaduras); y es durante este proceso que ocurren varias
reacciones bioquimicas, como la efectuada por las levaduras donde hidrolizan la sacarosa en glucosa y
fructosa para producir etanol, y la que es llevada a cabo por las bacterias que transforman la glucosa en
acido glucoénico y etanol para producir acido acético (Jayabalan et al., 2014). Dada la produccion de acidos
organicos y la ruptura de la sacarosa en sus mondmeros es que el valor del pH y los azlcares totales
disminuyen a medida que aumenta el tiempo de fermentacion de la kombucha (May et al., 2019), que es

lo ocurrido en la kombucha de té verde y negro usadas para el estudio.
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La kombucha de té verde exhibe mayor acidez con un valor de pH de 3,80 en el dia 0 de
fermentacién, comparado con la kombucha de té negro con un pH de 3.97; y el mismo patrdn se observa
cuando la fermentacion es de 28 dias. Esta diferencia de valores de pH por el tipo de kombucha utilizada
se debe a que segun Coton et al. (2017) dependiendo el tipo de té (verde o negro) que se use en la
preparacidn de la bebida fermentada, la composicién quimica y microbioldgica es diferente; y esto se
evidencia ya que determinaron que en la kombucha de té negro hay una mayor diversidad de bacterias
acidos acéticas y lacticas que en la kombucha de té verde. El pH obtenido a los 28 dias de fermentacion
de la kombucha de té verde y negro fue de 2,61 y 2,74 respectivamente, valores de pH segiin Nummer

(2013) se encuentran en el rango seguro de consumo humano, que va en el intervalo de 4,2 a 2,5.

Los grados Brix (°Brix) correspondientes a los azlcares totales, fueron al inicio de la fermentacién
fue mayor en la kombucha de té verde que en la de té negro, pero al final de la fermentacidn (28 dias) la
kombucha de té verde evidencié un menor valor de °Brix que la kombucha de té negro; esta diferencia en
los valores de °Brix de una kombucha y otra también se evidencio en el estudio de Rezende et al. (2019),
y que es donde determinan que la kombucha de té verde presenta concentraciones bajas de azlcar y
mayor produccién de acido glucurdnico a medida que el tiempo de fermentacidn aumenta comparada
con la kombucha de té negro. Entonces, si hay mds produccion de acidos en la kombucha de té verde,

quiere decir que la hidrolisis de la sacarosa es mayor por tanto se presenta valores menores de °Brix.

Villareal et al. (2018) menciona que mientras mas bajo es el pH de la kombucha mayor actividad
biolégica contra microrganismo y hongos tiene; por lo que la kombucha de té verde a los 28 dias de
fermentacidn al presentar el pH mas bajo se determina que es la que tiene mayor actividad de reprimir el

crecimiento de Penicillium spp. y Aspergilus spp.
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Esta actividad inhibitoria de la kombucha de té verde sobre la kombucha de té negro, de hecho,
se evidencia en la macrodilucién; donde en el ensayo realizado el dia 21 de fermentacion de la kombucha
de té verde se presenta el CMI mas bajo (0,0625 V/V), y no es hasta el dia 28 de fermentacion de la
kombucha de té negro que se evidencia el CMI de 0,0625 V/V (Figura 18). Segun Nidhi et al. (2018)
mientras mas bajo es el CMI mas alta es la capacidad de inhibicién; por tal motivo es que la kombucha de
té verde tiene un mayor efecto inhibitorio que la kombucha de té negro contra los dos hongos, siendo de
mayor incidencia en Aspergillus spp. que en Penicillium spp. Ademas, la CMF fue equivalente a la CMI, lo
gue segun Vazquez (2013) determina que la sustancia, es decir la kombucha, a mas de inhibir el

crecimiento de los hongos, los elimina por completo sin dejar esporas.

Si bien se expone que la kombucha de té verde tiene un mayor efecto inhibitorio contra los
hongos, esto no se evidencia en la prueba de difusidon de discos, ya que Unicamente la bebida de
kombucha de té negro en el dia 28 formd halos de inhibiciédn para Penicillium spp. de 7,25 mm y para
Aspergillus spp. de 7,38 mm (Tabla 2); y lo mismo pasé con su SCOBY que presentd halos de inhibicidn de
6,75 mm y 6,5 mm en Penicillium spp, y Aspergillus spp. respectivamente el dia 21 y 7,25 mm para
Penicillium spp. y Aspergillus spp. el dia 28 (Tabla 3). La no presencia de halos de inhibicién de los
componentes de la kombucha de té verde pudieron generarse debido a que seglin Bubonja et al. (2020)
la prueba de difusidn en disco es cualitativa y no cuantifica la cantidad del compuesto a difundirse en el
medio, y especialmente presenta problemas con compuestos no polares; y de hecho los fenoles son los
compuestos no polares que le otorgan a la kombucha propiedades antifungicas (Mousavi et al., 2020), y
por lo que pudieron tener problemas para difundirse y consecuencia de ello no se mostraron halos de
inhibicién en la kombucha de té verde. Y en el caso del SCOBY, los halos de inhibicion se presentan solo
en el biofilm de la kombucha de té negro dado a que al presentar mayor grosor indica que hay crecimiento
microbiano (Primiani et al., 2018), lo que determina una accion inhibitoria potencial hacia los hongos en

estudio.
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De los ensayos realizados se determiné que ambas kombuchas tiene una mayor inhibicién sobre
Aspergillus spp. que en Penicillium spp., esto dado a en la membrana celular de estos hongos se encuentra
el ergosterol que es considerado un target para la acciéon de los farmacos antifungicos, dado a que al
inhibir la 14-alfa-dimetilasa se producen esteroles toxicos que se acumulan en la membrana celular
conduciendo a la muerte celular (Perelta, 2012); y es en este caso que segun Pasanen et al. (1999)
Aspergillus spp. contiene 11 + 15 pg/mg de ergosterol y Penicillium spp. 5,8 + 13 pg/mg, haciendo que en

cierta manera Aspergillus spp. sea mas susceptible a inhibicidn.
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Capitulo V: Conclusiones
La kombucha de té negro y verde elaborada a partir de bibliografia presenté una disminucion
del pH y azlcares totales debido a la produccién de acidos organicos e hidrdlisis de la sacarosa en el

proceso de fermentacidn.

La prueba de susceptibilidad antifungica, macrodilucién, 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 difusidn de disco no fue propicia para evaluar la actividad antifungica 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.



52

Capitulo VI: Recomendaciones
Es recomendable que al preparar la kombucha se debe de utilizar el SCOBY iniciador adaptado a
| tipo de té a utilizar. Ademas, se deben de realizar cromatografias liquidas de alta resolucién (HPLC) a
los diferentes dias de fermentacién para determinar con exactitud los componentes y la cantidad de

estos que se encentran en kombucha, junto con un andlisis microbioldgico.

Empezar los ensayos desde el dia 21 de fermentacidn para evidenciar si la inhibicidn aumenta, y

asi se permita determinar a qué rango alcanza ser igual de potente que el antifungico comercial.

Emplear una prueba de susceptibilidad antifungica diferente a la difusién en disco que permita

evaluar la actividad antifungica de los dos tipos de kombucha.
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