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INTRODUCCION

Alimentos
funcionales

W Propiedades y beneficios
SCOBY
Kombucha ( -
Bacterias del - Actividad antioxidante, antiinflamatoria y hepatoprotectora
acido acético Kogagatgelbacter Inhibe a-amilasa (glucosa), retrasa absorcion de LDL.
— (AAB) y bacterias — L a(c:gtc)) agﬁhesr’
del acido lactico y
(LAB) Gluconacetobacter
J
(Schizosaccharomyces Efecto anticancerigeno: Alteraciones en la angiogénesis.
—  Levaduras [ pombe,
Saccharomyces
IudW|g||Sy Candida Actividad antimicrobiana: En bacterias Gram positivas y Gram negativas
Fase ' - bp. - B. cereus, S. typhimurium. E. coli, S. epidermidis, S. aureus, P.
| iq uida aeruginosa.
[ - Compuestos )
fendlicos - -
SCOBY - Aminoéacidos \ N |
| Consorcio - Vitaminas Incremento / \ mﬁﬁ)lnzéZSGn cijreeflznggg/to \I'
| simbiético . de ventas \ / 2021 para 5026 |
| de bacterias ) Elemer;tos Acido acético, acido
'y levaduras \___esenciales ) glucdnico, acido
-------------- glucurdnico, acido

—{ - Acidos organicos lactico.
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JUSTIFICACION

~ Infecciones en la piel y ) >
- Bacilo Gram negativo. tejidos blandos (SSTIs) g;?;?{;ggs"tg; Jlasa
* Aerobio facultativo, . (+) y J
oxidasa (-). e : - _
N nfermedades nosocomiales . : A
« SSTIs: fascitis Escherichia Staphylococcus gssﬂgéé@ﬁﬁf‘ggémn
necrotizante. coli aureus de l]lceraé.

Afectadas por bacterias
resistentes a antibidticos

l

* Bacilos Gram-negativos,
ordenados en pares.
Pseudomonas » Asociada infecciones en
Spp. quemaduras.
« SSTlIs: Celulitis gangrenosa,
fascitis necrotizante.

Impulsar el involucramiento

- — de productos naturales
Patogenos resistentes a Implicacion de Importancia Encontrar (kombucha) para
antlblotlc;os: |:> estas tres alternativas al I:> contrarrestar  infecciones
P. aeruginosa (24.7%) bacterias en la |:> uso de )

E. coli (15.1%) salud pablica. antibiéticos. bacterianas.
S. aureus (29.4%)
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto inhibitorio de kombucha en bacterias de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Pseudomonas spp.

Objetivos Especificos

« Elaborar kombucha a partir de té por medio de un método de fermentacion basado en bibliografia.
« Caracterizar pH y azucares totales del producto de fermentacion durante 0, 7, 14, 21 y 28 dias.

 Analizar la actividad antimicrobiana de la kombucha en bacterias por medio del método de

macrodilucion en caldo y difusion en disco.

Tt
Tl
L0
o UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

IIIIIIII on PARA LA EXCELENCIA




HIPOTESIS

El efecto inhibitorio de la kombucha de té verde sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Pseudomonas spp. es mayor en comparacion con la kombucha de té negro.
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Cultivo iniciador de kombuchay té
iniciador:
Marca comercial.

METODOLOGIA

1200 mL agua hervida; 1 bolsa de
té; 60 g de azucar

6 botellas de vidrio

200 mL de cada té, 20 mL del té
iniciador, 6 g de SCOBY

Se dej6 fermentar por 0, 7, 14, 21
y 28 dias.

Una botella solo con la infusién de
té (control).

Filtracién >

Para cada |:> )
dia de

analisis:

Medicion soélidos
solubles totales

|

4 mediciones para cada dia
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METODOLOGIA

Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Preparacion de inoculos bacterianos:

Difusion en disco Macrodilucién en caldo

- Bacteria sembrada en agar
Mueller-Hinton (MHA).

- 5 Discos de papel filtro (con
10 pL de muestra,
gentamicina 1 pg/mL).

- Observacion a las 18h.

- 2.5 mL caldo nutriente, 5 mL
kombucha, 2.5 mL inéculo
bacteriano, 2.5 mL
gentamicina.

- Observacion a las 18h.

C+B G+B K+B

# colonias *

Drop plate

E. coli y Pseudomonas spp.
en MacConkey Lactosa (MKL)
y S. aureus en Agar Manitol
Salado (MSA).

Caja Petri dividida en ocho
cuadrantes.

10 pL de los tubos de
macrodilucion.

1 uL
Factor de dilucisn * 1900 mL

Caldo nutriente (C). Bacteria (B).
Gentamicina (G). Kombucha (K).

5mL 5mL 5mL

1

1/2 1/4 1/8 1/16
500 250 125 62.5pL/mL

McFarland 0.5 (1 x 108 UFC/mL)

(CLSI, 2012; Cardoso et al., 2020; Whitmire & Merrell, 2012)

Il =

Volumen puesto (uL)
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Disefio experimental

comparativo
en el tiempo

simple

Unidades
experimentales:
Kombucha de té verde
y kombucha de té
negro.

Variables de respuesta:
Andlisis quimico: pH vy
sélidos solubles totales.
Evaluacion
antimicrobiana:
Diametros zona de
inhibicion (mm),
Concentracion minima
inhibitoria  (CMI) vy
Concentracion
bactericida minima
(CBM) en uL/mL).

Toml

METODOLOGIA

Andlisis de varianza
(ANOVA)

de significancia

(a) igual a 0.05 y test
de Duncan.

8

InfoStat
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RESULTADOS Y DISCUSION

Fermentacion de la kombucha

Figura 1. Aspecto de la kombucha de té verde y té negro en los dias de fermentacion (A) De
izquierda a derecha, kombucha de té verde (5 botellas) y kombucha de té negro (5 botellas) al
dia 0. (B) Kombucha de té verde (C) Kombucha de té negro.

(A)
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Analisis quimico

Medicion de pH

4 50
4 75+ 475
4,00 4,501 g ™
3,754 4251 -
T 3501 4007
3,75 a . .
3,254 I .
3,50
3,00
3,254 -
2,75
3,00
2.E|:| T T T T T 1 -
0 7 14 pal 23 2759
Tiempo de fermentacidn (Dias) 250

T T T T T T T T T T
DKV KN T:KW T:KN 14:K0 14:KN 271KV 21 KN 22KV 28:KN
Dias: Kombucha

(B)

Figura 2.Variacién de pH con respecto a los dias de fermentacion (A) Grafico de
puntos. (B) Box-Plot.

‘—D—pHI{V ——pH KN ‘ (A)

Tabla 1. pH inicial y final.

Kombucha Tiempo de pH
fermentacion
(Dias)
Té verde 0 4.38
Té verde 28 2.87
Té negro 0 4.48
Té negro 28 3.28

RESULTADOS Y DISCUSION

Variable N E= E* &3 CW

Tabla 2. ANOVA indicando la interaccion entre las kombuchas y tiempo de fermentacién en los
valores de pH.

pH 40 1,00 0,99 0,58
Cnadro de Analisis de la WVarianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo 10,03 9 1,11 783,52 <0,0001
Eombucha 0,04 1 0,04 28,81 <0,0001
Tiempo de fermentacidn 9,63 4 2,41 192,73 <0,0001
FEombucha*Tiempo de ferment.. 0,36 4 0,05 62,99 <0,0001
Error 0,04 30 1,4E-03
Total 10,07 35
Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,0014 gl: 30
Kombucha Tiempo de fermentaciom Medias m E.E.
Té megro O 4,45 4 0,02 A
Te werde O 4,38 4 0,02 B
Té wverde 7 4,30 4 0,02 C
Té megro 7 4,30 4 0,02 C
Té wverdes 14 3,78 4 0,02 D
Té negro 14 3,70 4 0,02 E
Té werde 21 3,67 4 0,02 E
Té nmegro 21 3,55 4 0,02 F
Té megro 28 3,28 4 0,02 =
Té werde 28 2,87 4 0,02 H
Medias con urna letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Medicion de sélidos solubles totales

807 & -
# 55 s = - = -
@ 8 H
-g 5,04 E 5 04 - -
- =
a 2
o 457 @
= o 45
[=} =
w [=]
w40 i
=
= B 401 -
= 5
935 ®
35
3'] T T T T T 1
0 7 14 21 28
i i T 3.0 T T T T T T T T T T
Tiempo de fermentacion (Dias) RV DN TR T-KN 1400 14 KN21 KV 24:KN 28: KV 28:KN
Dias: Kombucha
[ x| (A) (B)

Figura 3. Variacion de los sélidos solubles totales medidos en funcion de los
grados Brix (%) con respecto a los dias de fermentacién (A) Gréfico de
puntos. (B) Box-Plot.

Tabla 3. Sélidos solubles iniciales y finales.

Kombucha Tiempo de Sélidos
fermentacion solubles
(Dias) totales (%)
Té verde 0 55
Té verde 28 4
Té negro 0 6
Té negro 28 5

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 4. ANOVA indicando la interaccion entre la kombucha y tiempo de fermentacion en
los valores de sdlidos solubles totales.

Variable N E* ER= Rj CW
Brix 40 0,95 0,57 1,75

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo 10,23 9 1,14 136,33 <0,0001
Kombucha 1,23 1 1,23 147,00 <0,0001
Tiempo de fermentacidn T,60 4 1,90 228,00 <0,0001
Kombucha*Tienpo de ferment.. 1,40 4 0,35 42,00 <0,0001
Error 0,25 30 0,01
Total 10,48 39

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,0083 gl: 30
Fombucha Tiempo de fermentacion Medias n E.E.

Té negro O 6,00 4 0,05 A

Té verde 7 5,50 4 0,05 B

Té werde O 5,50 4 0,05 E

Té megro 14 5,50 4 0,05 B

Té negro 7 5,50 4 0,05 B

Té verde 14 5,25 4 0,05 C

Té vwerde 21 5,00 4 0,05 D
Té megro 21 5,00 4 0,05 D

Té negro 28 5,00 4 0,05 D

Té verde 28 4,00 4 0,05 E

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p = 0,05)
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RESULTADOS Y DISCUSION

( ) ( )
Tabla 5. Intervalos de confianza para los valores de pH en cada uno de los dias de
, . L , fermentacion para la kombucha de té verde (KV) y la kombucha de té negro (KN).
A causa de acidos organicos pH en cada dia de P (KV)y gro (KN)
(conversion de la sacarosa a fermentacion con intervalos Dias Variable Pardmetro Estimacién E.E. n LI(95%)) LS(95%))
glucosa). de confianza. 0 pH KV Media 4,38 0,05 4 4,22 4,53
0 pH KN Media 4,48 0,02 4 4,40 4,55
\- J \- J 7 pH KV Media 4,30 0,00 4 4,30 4,30
7 pH KN Media 4,30 0,00 4 4,30 4,30
( ) ( ) . )
14 pH RV Media 3,78 0,02 4 3,70 3,85
14 pH KN Media 3,70 0,00 4 3,70 3,70
Acido acético, gluconico, gﬁogedgsigf:fgﬁgilg gp:lecr:dg 21 H KV Medi 3,67 0,00 4 3,67 3,67
glucurénico, lactico. : Pz = scaa ’ ’ v v
dia. 21 pH KN Media 3,55 2,5E-03 4 3,54 3,56
28 pH KV Media 2,87 2,5E-03 4 2,86 2,88
\ / - - 28 pH KN Media 3,28 0,00 4 3,28 3,28
4 N\ ( ) r 1 [ Kombucha | [ |
Dia 14 . pH = 3.39
) _ _ L ) . téverde | L )
pH de la kombucha varia Al final de la fermentacion se —
desde 5 a 3 en primeros dias mantiene dentro de los ( ) ( ) ( )
. . Kombucha
de fermentacion. valores comunes. Dia 21 ] pH = 3.04
. J ___tenegro . J
. J . W,
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RESULTADQOS Y DIS

Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Difusién en disco

Baja capacidad de | * Acido acético: pH 4.5
difusion de los forma no disociada
componentes (pasa ~ membrana
antimicrobianos de celular al citosol).
la kombucha. * Medio MHA pH = 7,3
(A)
\
No se puede
gg;?irér;&\ar dlg * Insuficiente
antimicrobiano difusion.
difundido.
_J
(D)
Figura 4. Difusion en disco, resultados en E. coli (A) Dia Interaccion
0, (B) Dia 7, (C) Dia 14, (D) Dia 21, (E) Dia 28. desfavorable entre
el medio y Ila

Kombucha Gentamicina:
i6 de té negroy E. coli, (15.95
No formacioén , . ) .
de halos de Excepto el té negro mm), S. aureus
inhibicion en un halo (15.3 mm) y
de é mn} en Pseudomonas
. coli

spp. (14.4 mm).

-; Trcek et al., 2015; Balouiri et al., 2016; CLSI, 2018b)

kombucha.

z

CUSION

« Alta cantidad
de cationes
divalentes (Mg

Ca):
de
de

reduccion
zonas
inhibicion.

ESPE
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Macrodilucién en caldo

Kombucha
té verde

Dia O:
Primera
dilucion

Dia 7:
Segunda
dilucién

Dia 14:
Primera
dilucion

Dia 21:
Segunda
dilucion

Dia 28:
Tercera
diluciéon

Kombucha
té negro

Dia O:
Primera
dilucion

Dia 7:
Primera
dilucion

Dia 14: Sin
diferencias

Dia 21:
Primera
dilucion

Dia 28:
Segunda
dilucién

Figura 5. Macrodilucion en caldo para Pseudomonas spp. (A) Kombucha de té verde
dia 7. (B) Kombucha de té negro dia 7.

Nota. De izquierda a derecha en cada imagen, Tubo 1 - Caldo nutriente; Tubo 2 —
Caldo nutriente y bacteria; Tubo 3 — Kombuchay bacteria; Tubo 4 — Gentamicina y
bacteria; Tubo 5 — Primera dilucion; Tubo 6 — Segunda dilucién; Tubo 7 — Tercera
dilucién; Tubo 8 — Cuarta dilucion.

ESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Drop plate S. aureus en|
MSA: Colonias y
medio amarillo.

(" ™
Diferenciaciéon de ]S:aragt?“SUC&S
otros estafilococos - enotipicas  no
(Colonias  color corresponden a
rojo). las esperadas.

\- v,

La bacteria con la
gue se trabajé no
correspondia a S. | |
aureus.

Dia 21 ” Dia 28 [Se descartaron estos resultados}

ESPE

Figura 6. Técnica Drop plate en S. aureus.
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RESULTADOS Y DISCUSION

E. col Pseudomonas spp.
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia O Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
. . L
KTV: 1ra KTV: Sin diluir: Y
- Y dilucion: 11500 Inhibi6 la
FC/mL. i : Sin diluir: :
Kombucha . . . KTV: Sin ion diuion 100 | | KTV:Sindiuir. || KTREREHE G n 100
de té verde KTV: Sin KTV: Sin KTV: Sin . Siguientes ‘ Inhibi6 la i
- PN S ) diluir: 2600 diluciones: UFC/mL., 2da b : bacteria. UFC/mL.
(KTV): Sin inhibicion inhibicion inhibicion UEC/mL Colonias dilucién: 725 acteria.
inhibicién ' incontables. UFC/mL \
e 4
M —
. ) . )
KTN: Sin diluir: | KTN: Sin dilui
- Gj luir: L oIn diluir:
Kombucha _ _ _ , UFemL. i 400 UFC/mL. . KTN: 3ra
de té negro KTN: Sin KTN: Sin KTN: Sin KTN: Sin o bacteria. 2da dilucion:9350 KTN: Sin diluir: SN
. g g g g Siguientes . 100 UFC/mL dilucion: 175
(KTN): Sin inhibicién inhibicién inhibicién inhibicion diluciones: 1ra dilucion: 1%2%@#(’:/3& mt.. UFC/mL.
inhibicion ) Colonias 7100 UFC/mL. 4ta: 2375 UFC/mL
y \ incontables. y

(©)

Figura 8.Técnica Drop Plate en Pseudomonas spp. (A) Dia 7 KTV (B) Dia 7 KTN. (C)

Figura 7.Técnica Drop Plate en E. coli. (A) Dia 7 KTV. (B) Dia 7 KTN. (C) Dia 28

KTV Dia 28 KTV. (D) Dia 28 KTN.
Nota. En cada placa, de izquierda a derecha, C — Caldo nutriente. C + B — Caldo nutriente y bacteria. 4 — Primera dilucion. 5 — Segunda
dilucion. 6 — Tercera dilucion. 7 — Cuarta dilucion. K + B — Kombucha y bacteria. G + B — Gentamicina y bacteria. ii E S p E
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Kombucha de té verde con una ligera
actividad antimicrobiana mayor a
kombucha de té negro

Limitada actividad antimicrobiana frente
a Pseudomonas spp. y E. coli

Derivada de los componentes formados durante el
tiempo de fermentacién, &cido acético y flavonoides
como epigalocatequina (EGC), galato de
epicatequina (ECG), epicatequina (EC) y galato de
epigalocatequina (EGCG).

EGCG: Carga negativa se une al lipopolisacarido
(carga positiva), genera peroxido de hidrogeno
(dafo en toda la membrana celular)

@ ESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 6. Concentracion minima inhibitoria (CMI) y Concentracion bactericida minima (CBM) en
uL/mL de la kombucha de té verde y kombucha de té negro frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas spp.

Bactena Kombucha té verde
Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 ] o
CEM CMI CEM CMI CEBM CMI  CEM CM  CEM CM * Dia O.  Actividad
E. coii - - - - - - - - - 1000 * Inhibicion de a_n_t'm|0r0b|ana
Pseudamonas spp. - 500 1000 250 1000 250 1000 - - E25 Pseudomonas d|f|ere con oftros
Bacteria Kombucha té negro spp. con las dos estudios.
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 kombuchas.
CEM ChI CEM CMI CEM CMI CEM CMI CEM ChI « A causa de |a
E. cofi - - - - - - - - - - acidez.
Pseudomonsas spp. 1000 S00 1000 S00 - 625 - 1000 - 125
1050,007
1050,001 100000 1000,00 1000,00 1u_uu.uu 100,00 1000,00 100000
920,00
520,001
750,00
750,00
T 650,00 < 860,00
= ' E
% 530,001 % 530 001 500,00 500,00 500,00
= =
S s0000] O 400,00
270,001 270,00 250,00 250,00
140,001 140,00 H H s250 6250 125,00
10,00 T T T T T T T T T T 1 10-00 T T T T T l|_| T T ll_l I’_|
' DK TV DK TN TKTY TKTN TEKTY 14KTHN 21KTY  ZEKTN 28KTV  2BKTN KTV DK TH TKTV TKTH 14KTY 14KTH 20KTV 20KTH 28BKTY 2BKTN
Dias de fermentacidn y Tipo de té Dias de fermentacidn y Tipo de té
|. E. coli l:‘ Pseudomonasspp.| |. E. coli I:' Pseun'omonasspp.‘

Figura 13. Concentracibn minima inhibitoria en cada uno de los tiempos de

Figura 12. Concentracién bactericida minima en cada uno de los tiempos de ¢ ¢ da tino de kombuch
fermentacion y para cada tipo de kombucha. ermentacion y para cada tipo de kombucha. ) E S p E
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RESULTADOS Y DISCUSION

ANOVA para CMI:

» Interaccion Kombucha*Bacteria - valor-p = 0.1422

* Interaccion Tiempo de fermentacion*Bacteria - valor-p = 0.3108

ANOVA para CBM:

* Interaccion Kombucha*Bacteria - valor-p = 0.5717

« Interaccion Tiempo de fermentacion*Bacteria > valor-p = 0.5339

Afectada por:

Origen del
SCOBY

Temperatura | D |

(Antolak et al., 2021; Zimmermann & Gleichenhagen, 2011; Kaashyap et al., 2021; Chakravorty et al., 2016; Coton et al., 2017).

Contenido
de azUcar

Actividad

antimicrobiana

y

Tipo y origen

<

del té

Diversidad
bacteriana y

Tiempo de infusion

(5 minutos)

]

I_‘L

(

Temperatura

J

Acetobacter, Bacillus,
Komagataeibacter,
Starmella, Candida sp.

Predominancia de
Candida sp.

Gluconacetobacter,
Gluconobacter,
Oenococcus oeni,
Zygosaccharomyces.

de levaduras

|

Origen del SCOBY y té

iniciador

@ ESPE
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CONCLUSIONES

La elaboracion de la kombucha de té verde y de té negro se realizo acorde a métodos bibliograficos,
consiguiendo la formacion de SCOBYs densos a mas dias de fermentacion y la acidificacion del té.

El pH y solidos solubles totales fueron medidos en los tiempos de fermentacién respectivos,
determinando que conforme el paso de los dias de fermentacion los valores de estos dos parametros
descendian.

La evaluacion del efecto inhibitorio de la kombucha de té verde y de té negro en E. coli y
Pseudomonas spp. determind que las dos kombuchas tienen un limitado efecto antimicrobiano siendo
mas notable desde el dia 14 de fermentacion.

Al dia 14 y 21 la kombucha de té verde alcanz6 una CBM igual a 1000 pL/mL, mientras que el té negro
en estos mismos tiempos no presentd ninguna CBM. Al dia 28 solo la kombucha de té verde logré una
ligera inhibicion en E. coli, con esto demostrando que la kombucha de té verde tuvo una actividad
antimicrobiana ligeramente mayor desde el dia 14 comparada con la kombucha de té negro, pero esta
diferencia no es estadisticamente significativa.

Toml
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RECOMENDACIONES

Mantener un control y seguimiento adecuado de viabilidad y pureza del cepario para evitar
contaminacion y sea seguro trabajar con los microorganismos conservados.

Repetir las pruebas de evaluacion de la actividad antimicrobiana con una cepa de S. aureus
correctamente identificada para poder comprobar o descartar la hipotesis presentada.

Investigar otros metodos que complementen los resultados de la actividad antimicrobiana con las tres
bacterias estudiadas, como el método de difusion en pozos de agar.
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