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Resumen

La kombucha es una bebida obtenida por fermentacién de té con endulzante y un consorcio
simbidtico de bacterias y levaduras que se conoce como SCOBY. En este estudio, la bebida
fue preparada a partir de infusiones de té verde y té negro, dejando fermentar por 28 dias. Se
realizé un analisis quimico (pH y sélidos solubles totales) y de la actividad antimicrobiana a lo
largo del tiempo de fermentacion, frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Pseudomonas spp. por los métodos de difusion en disco, macrodilucién en caldo y la técnica
Drop plate. La kombucha de té verde tuvo un limitado efecto antimicrobiano desde el dia 14,
siendo la bacteria mas susceptible Pseudomonas spp con una Concentracion Bactericida
Minima (CBM) igual a 1000 pL/mL en los dias 14 y 21, mientras que al dia 28 una
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de 62.5 puL/mL, concentracion mas baja que la de la
kombucha de té negro (125 pL/mL), la kombucha de té verde fue la Gnica que produjo una CMI
de 1000 pL/mL al dia 28 en E. coli. Estos resultados indican que la kombucha de té verde tiene
un efecto antimicrobiano mayor en Pseudomonas spp. desde el dia 14 de fermentacion
comparada con la kombucha de té negro, pero esta diferencia no es estadisticamente

significativa.

Palabras clave: fermentacion, actividad antimicrobiana, té verde, té negro.
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Abstract

Kombucha is a beverage obtained by fermenting tea with sweetener and a symbiotic consortium
of bacteria and yeasts known as SCOBY. In this study, the drink was prepared from infusions of
green tea and black tea, left to ferment for 28 days. A chemical analysis (pH and total soluble
solids) and antimicrobial activity were performed throughout the fermentation time, against
Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Pseudomonas spp. by disk diffusion methods,
macrodilution in broth and the Drop plate technique. Green tea kombucha had a limited
antimicrobial effect from day 14, being the most susceptible bacteria Pseudomonas spp with a
MBC equal to 1000 pL/mL on days 14 and 21, while on day 28 a MIC of 62.5 uL/mL, lower
concentration than black tea kombucha (125 puL/mL), green tea kombucha was the only one that
produced an MIC of 1000 pL/mL at day 28 in E. coli. These results indicate that green tea
kombucha has a greater antimicrobial effect on Pseudomonas spp. from day 14 of fermentation

compared to black tea kombucha, but this difference is not statistically significant.

Keywords: fermentation, antimicrobial activity, green tea, black tea.
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Capitulo I: Introduccion

Antecedentes

En el mundo actual se ha visto un aumento significativo en cuanto a fermentaciones y
los denominados alimentos funcionales, ya que existe una mayor inclinacion de los
consumidores por productos naturales sin un excesivo procesamiento y que confieran
beneficios a la salud (Mousavi et al., 2020). Uno de estos productos es la kombucha, se define
como una bebida obtenida por fermentacion de té con endulzante y un consorcio simbiético de
bacterias y levaduras (SCOBY) (lvaniSova et al., 2020); compuesta por dos fases, una liquida
acida que se conforma principalmente por acido acético, acido lactico y acido glucénico
(Villarreal et al., 2018) y un biofilm compuesto mayormente por bacterias del acido acético
(AAB) del género Gluconacetobacter con los oligotipos G. saccharivorans y G. xylinus (De
Filippis et al., 2018), Komagataeibacter rhaeticus, Acetobacter spp., Lactobacillus spp. (Gaggia
et al., 2019) y levaduras como Brettanomyces bruxellensis, Schizosaccharomyces pombe y

Zygosaccharomyces bailii (Villarreal et al., 2020).

La kombucha se conoce por ser un producto ancestral dada su evidencia desde la
dinastia Tsin originaria de China, luego siendo difundida en toda Asia, con evidencia de que un
médico llamado Kombu llevé el hongo a Japdn por orden del emperador con el objetivo de

tratar una afeccion estomacal (Antolak et al., 2021).

Al ser una bebida fermentada produce diversas sustancias que le confieren propiedades
antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias y de regulacion de la actividad gastrointestinal
(Kapp & Sumner, 2019). Su actividad antimicrobiana ha sido estudiada a lo largo de los afios,
demostrando la actividad antimicrobiana de la kombucha en bacterias Gram positivas y Gram
negativas como por ejemplo Bacillus cereus, Salmonella typhimurium y Escherichia coli, entre

las principales (Greenwalt et al., 1998), luego Battikk et al. (2013) determiné que la kombucha
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de té verde inhibia a bacterias como S. epidermidis, Micrococcus luteus, Listeria
monocytogenes y Pseudomonas aeruginosa. Siguiendo en esta misma linea de investigacion
se demostré que la kombucha podia inhibir a las bacterias patogénicas E. coli, Shigella
dysenteriae y Salmonella Typhi (Kaewkod et al., 2019). Llegando a la actualidad con el estudio
de (Al-Mohammadi et al., 2021) que evidencié que la mayor actividad antimicrobiana de la

kombucha se presenta en S. aureus y E. coli.

La tendencia a consumir productos naturales ha ido en incremento gracias a los
estudios realizados siendo mas evidente desde el afio 2019 y llegando a 2021 con ventas de
$112.75 millones, proyectando una tasa de crecimiento del 25.6% para 2026 (Market Data

Forecast, 2021).

Justificacion e Importancia

El aumento en la incidencia de infecciones en la piel causadas por bacterias en heridas
abiertas es una de las afecciones mas comunes en el ser humano (Eckmann & Dryden, 2010),
muchas de ellas siendo catalogadas como infecciones nosocomiales (NIs) es decir, infecciones
producidas después de hasta 72 horas del ingreso o salida del hospital (Lemiech et al., 2021),
llegando a ser la sexta causa de muerte en los Estados Unidos (Liu & Dickter, 2020). Estas
infecciones se ven agravadas por la gran cantidad de bacterias resistentes a antibiéticos,
siendo que las bacterias causantes de infecciones mas cominmente encontradas son P.
aeruginosa, E. coli, S. aureus, Klebsiella Pneumoniae y S. typhi (Oli et al., 2017). Por ello es
gue ahora con la finalidad de reducir este tipo de infecciones y mejorar la salud se ha
investigado varios productos naturales que tengan actividad antimicrobiana, resaltando este
efecto en productos fermentativos incluidos en la alimentacion diaria, uno de ellos la kombucha
gue tiene esta actividad frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas gracias a la
presencia de varios componentes organicos como el acido acético que es un inhibidor

bacteriano (Coelho et al., 2020).
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E. coli estd asociada con las infecciones en la piel y tejidos blandos (SSTIs) que pueden
llegar a cuadros graves gque requieren hospitalizacion y el tratamiento con antibioticos,
representando un 10% de los casos de sepsis que pueden ser mortales (Ranjan et al., 2017).
Estas infecciones se producen por la E. coli patégena extraintestinal (EXPEC), caracterizadas
por ser resistentes a una amplia gama de antibiéticos y propagandose en todo el mundo,
siendo el clon ST131 uno de los ejemplos méas conocidos (Nicolas et al., 2014). Esta bacteria
es de alta preocupacién ya que es la causante de fascitis necrotizante, infecciones en heridas
por quemaduras y por intervenciones quirargicas (Petkovsek et al., 2009) y que debido a la

resistencia bacteriana se vuelven complicadas de tratar.

En el caso de S. aureus es uno de los organismos mayormente causantes de SSTIs
como el impétigo, abscesos subcutaneos y la infeccién de Ulceras (Krishna & Miller, 2012),
transmitiéndose por la presencia de la bacteria en portadores sanos que al no tener una
adecuada higiene infectan a pacientes con los que entran en contacto (Liu & Dickter, 2020).
Estas infecciones son un problema para la salud publica debido a su incremento y por la
aparicion de cepas resistentes, un ejemplo, S. aureus resistente a meticilina (MRSA) y a
vancomicina (VRSA), por ello su tratamiento se ha vuelto mucho mas complicado y se ha

buscado nuevas alternativas al uso de antibidticos (Sangboonruang et al., 2021).

Pseudomonas spp. de igual manera son causantes de una gran cantidad de infecciones
en todo el cuerpo humano, denotando que al ser un microorganismo oportunista ataca con
mayor facilidad en heridas y quemaduras (Paulsson et al., 2019). Wu et al. (2011) menciona
que P. aeruginosa es la causante de infecciones cutdneas tanto superficiales como profundas
como la celulitis gangrenosa y fascitis necrotizante en pacientes sanos e
inmunocomprometidos, en los Gltimos con una tasa de mortalidad alta a causa de la resistencia
propia o desarrollada de las cepas ambientales a muchos de los antibiéticos e inclusive a

diferentes desinfectantes (Zhong & He, 2019).
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En América Latina los patégenos predominantes resistentes a antibiéticos son P.
aeruginosa (24.7%), E. coli (15.1%) y S. aureus (29.4%) (Moet et al., 2007), siendo de
relevancia debido a su alta recurrencia a causa de factores como la falta de sanidad, el facil
acceso a antibioticos y el deficiente sistema de salud (Bonelli et al., 2014). Es asi como se
reconoce la implicacion de estas tres bacterias en la salud publica y la importancia de encontrar

alternativas al uso de antibiéticos o que reduzcan un poco su administracion.

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana de la kombucha de té
verde y la kombucha de té negro frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas spp. con la finalidad de dar impulsar el involucramiento de productos naturales,
por ejemplo, la kombucha, para contrarrestar ciertas enfermedades que afectan la salud

humana como son las infecciones bacterianas.

Objetivos del trabajo de titulacion

Objetivo general

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

Objetivos especificos

e Elaborar kombucha a partir de té por medio de un método de fermentacion basado en
bibliografia.

e Caracterizar pH y azlcares totales del producto de fermentacion durante 0, 7, 14, 21y
28 dias.

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

de macrodilucién en caldo y difusion en disco.

Hipotesis
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El efecto inhibitorio de la kombucha de té verde sobre Staphylococcus aureus,

Escherichia coli y Pseudomonas spp. es mayor en comparaciéon con la kombucha de té negro.
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Capitulo Il: Marco referencial

Camellia sinensis (L.)

Camellia sinensis (L.) Kuntze, 1887 es un arbusto perteneciente a la familia Theaceae,
originario de China, conocido porque sus hojas y flores se utilizan en la obtencién de té verde,
té negro, té blanco y té de oolong, entre los principales, cada uno de ellos como resultado de la
forma de procesamiento (Bortolini et al., 2021) (Figura 1). Desde su origen ha ido
incrementando su popularidad, volviéndose la segunda bebida mas consumida en el mundo

solo sobrepasada por el agua (Khan & Mukhtar, 2019).

Entre sus principales componentes se encuentran polifenoles, 4cidos como el acido
galico, p-cumarico, &cido ferulico, teobromina que es un alcaloide perteneciente a las
metilxantinas (Azevedo et al., 2019), ademas de vitaminas; todos estos le confieren diversas
propiedades para controlar o disminuir enfermedades cardiovasculares, la diabetes, proteccién
del higado y de enfermedades degenerativas (Chen et al., 2020). Estos componentes suelen
verse afectados por diferentes condiciones como el tipo de suelo, clima, luz, forma de

procesamiento, region y técnicas de cosecha (Musial et al., 2020).
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Figura 1

Tipos de té y formas de produccién a partir de C. sinensis.
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Nota. Adaptado de Processing, chemical signature and food industry applications of Camellia

sinensis teas: An overview, por Bortolini et al., 2021, Food Chemistry: X, 12, 100160.

Té verde

El té verde se obtiene de las hojas maduras sometidas a vapor de C. sinensis y sin
pasar por fermentacion, componiéndose en su mayoria por catequinas, teanina y cafeina
(Mancini et al., 2017). Entre sus beneficios, se encuentran el ser un antiinflamatorio,
anticancerigeno al controlar la proliferacién celular, antioxidante y ayudar a enfermedades
como la diabetes y la obesidad ya que estimula la liberacion de insulina e inhibir a enzimas

digestivas (Reygaert, 2018).

Ohishi et al. (2016) indica que la actividad antiinflamatoria se debe a que las catequinas
eliminan las especies reactivas del oxigeno (ROS) que son las que activan a NF-kB, este a su

vez regula a citoquinas y enzimas pro inflamatorias como TNF-, IL-1 y MMPs.

Té negro

El té negro se obtiene de las hojas marchitas, trituradas y secadas de C. sinensis,

sometidas a un proceso de oxidacion enzimética que se conoce como la etapa de
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fermentacion, con esto las catequinas se oxidan para formar compuestos como teasinensinas,
teaflavinas y teacitrinas, haciendo que la cantidad de catequinas sea menor frente al té verde y

esto ocasione variaciones en su actividad biolégica (Tanaka & Matsuo, 2020).

De acuerdo a Sharma & Rao (2009) el té negro se compone principalmente de
teaflavinas, tearubiginas, catequinas, cafeina, quercetina y kaempferol. Se destacan
propiedades como la antioxidante, antibacteriana y anticancerigena al ser que las teaflavinas
inducen la apoptosis de las células cancerigenas al hacer que la membrana mitocondrial sea
mas permeable (Zhang et al., 2019), implicado también en la reduccién de peso al inhibir la
absorcion y acumulacion de lipidos, al ser que promueve el metabolismo aumentando la
actividad de la proteina quinasa activada por AMP, siendo que los polifenoles de este tipo de té

son mas eficaces que los de té verde en cuanto a esta Ultima propiedad (Pan et al., 2016).
Kombucha
Definicion

La kombucha se define como una bebida de fermentacion a partir de diferentes tipos de

té junto con un endulzante y un consorcio simbiético de bacterias y levaduras (SCOBY) que se

forma en la superficie del liquido una vez avanzan los dias de fermentacion (Coton et al., 2017).

En ella se pueden encontrar una gran diversidad de levaduras y bacterias,
predominando las AAB y las bacterias del acido lactico (LAB) (Yang et al., 2010). Entre las mas
predominantes se encuentran las del género Komagataeibacter como K. rhaeticus (Arikan et
al., 2020) y de otros géneros como Acetobacter, Lactobacillus y Gluconacetobacter (Marsh et
al., 2014) y levaduras del género Schizosaccharomyces (Schizosaccharomyces pombe), y las

especies Saccharomyces ludwigii y Candida spp., entre las mas comunes (Sun et al., 2015).
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Preparacion y fermentacién

El proceso comun que se sigue para elaborar la kombucha consiste en la preparacion
de una infusién de té con la adicién de azucar, transfiriendo el liquido a un recipiente de vidrio y
dejando enfriar hasta llegar a aproximadamente 20°C y colocando el SCOBY extendido en la
superficie, siempre tomando en cuenta la utilizacién de utensilios limpios, por Gltimo se sella
con una tela o papel permitiendo el ingreso de aire y para su fermentacion se deja a

temperatura ambiente entre 3 hasta un maximo de 60 dias (Martinez et al., 2018).

Composicion

Gracias al proceso de fermentacion la kombucha se caracteriza por tener varios
compuestos bioactivos que le dan caracteristicas beneficiosas en la salud humana. Entre ellos
se destacan los compuestos fendlicos como el galato de epigalocatequina (EGCG),
galocatequina (GC), epigalocatequina (EGC), por mencionar algunos de ellos (Veli¢anski et al.,
2014). Aminoacidos y acidos organicos, por ejemplo, el &cido glucénico, acido acético, acido
glucurédnico, acido lactico (Antolak et al., 2021). Vitaminas siendo las mas importantes la A, B,
Cy E (Jakubczyk et al., 2020), elementos esenciales, principalmente Zinc, Manganeso y Hierro

(de Miranda et al., 2022).

Beneficios

Los componentes que tiene esta bebida le han hecho ser reconocida como un alimento
funcional, teniendo un efecto positivo en la regulacion gastrointestinal y de presion arterial, una
actividad antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria y hepatoprotectora (Dutta & Paul, 2019).

Estudios en modelos animales diabéticos indican que la kombucha inhibe a la a-amilasa
en el pancreas, ademas de otras enzimas, disminuyendo los niveles de glucosa en sangre
ademas de retrasar la absorcion de LDL y aumentar el HDL y protegiendo de dafos al higado y

rifones (Aloulou et al., 2012).
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La kombucha mejora la salud debido a su capacidad de desintoxicacion, aumento en la
inmunidad, aumento de energia y antioxidacién, estas propiedades siendo aumentadas por el
acido glucurénico que tiene la capacidad de conjugarse con metabolitos téxicos haciéndolos
mas solubles y se facilite su eliminacion, esta capacidad de transformacion se ve disminuida
con la edad y falta de vitaminas, por lo que el consumo de kombucha es importante para

mantener la salud conforme el paso del tiempo (Vina et al., 2014)

También se ha probado su efecto anticancerigeno en lineas celulares, determinando
gue la kombucha lograba reducir las células de cancer de préstata viables a través de
alteraciones en la angiogénesis (Srihari et al., 2013). De esta manera considerando a la

kombucha como una posible sustancia que podria usarse en el tratamiento del cancer.

Evaluaciéon de la actividad antimicrobiana

Las pruebas de deteccidn de la susceptibilidad antimicrobiana son diversas al ser
utilizadas para la investigacion de nuevos antimicrobianos, entre las mas cominmente usadas
se encuentran las pruebas de dilucién en caldo dividiéndose en macrodiluciéon y microdilucion,
el método del gradiente antimicrobiano o conocido como E-test que ocupa tiras impregnadas
con diferentes concentraciones del antimicrobiano, la prueba de difusién en disco y métodos
automatizados basados en la turbidez (Reller et al., 2009). En este estudio se utilizé el método
de difusién en disco y macrodilucién en caldo junto con el conteo de este método por la técnica

Drop plate.
Difusiéon en disco

Esta prueba se basa en el cultivo de un microrganismo en una placa con agar en la que
se colocan discos de papel filtro de 6 mm impregnados con el antimicrobiano, relacionando la
concentracién necesaria del antimicrobiano para inhibir a una bacteria u hongo al evidenciarse

la formacion de un halo de inhibicion en la superficie del agar medido en milimetros (Ramirez &
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Castano, 2009). Tiene como ventajas el ser de bajo costo, poder usar una gran cantidad de
antimicrobianos y analizar varios microrganismos, pero como desventajas esta la variabilidad
de los resultados dependiendo de la forma de medicion de las zonas de inhibicion (Nijs et al.,

2003).
Macrodilucién en caldo

La macrodilucién en caldo es una de las pruebas para la determinacién de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) basada en la preparacion de diluciones del agente
antimicrobiano en caldo, y agregando un inéculo bacteriano, teniendo minimo 1 mL como
volumen final en cada tubo, pasado el tiempo de incubacion se lee la CIM con observaciéon
simple de acuerdo a la turbidez, cuando el organismo se ha inhibido completamente la turbidez

es minima (Clinical and Laboratory Standards Institute [CLSI], 2018a).
Técnica Drop plate

Esta técnica de recuento bacteriano es una de las mas répidas y sencillas, requiriendo
solamente placas sembradas con agar en las que se dispensan gotas de 10 a 30 pL de las
diluciones previamente obtenidas, dejando incubar de forma invertida y contando las colonias

formadas para luego reportar el resultado en UFC/mL (Naghili et al., 2013).
Microorganismos utilizados en el estudio

Las cepas bacterianas Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas spp. se
obtuvieron del cepario del Area de Microbiologia del Laboratorio de Enzimologia del CICTE,

Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, Sangolqui, Ecuador.
Escherichia coli

Bacilo de la familia Enterobacteriaceae que se encuentra comiunmente en el tracto

gastrointestinal de animales de sangre caliente y humanos, clasificadas en aquellas inocuas y
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patégenas causantes de una gran cantidad de enfermedades, transmitida por la contaminacion

de alimentos y la ingesta de agua sin tratamiento previo (Jang et al., 2017).

Es una bacteria Gram-negativa, aerébica facultativa, oxidasa-negativa, con cepas tanto
no fermentadoras como fermentadoras de lactosa, estas Ultimas formando colonias rosadas en

medio selectivo (Croxen et al., 2013).

Staphylococcus aureus

Bacteria Gram-positiva, parte de la familia Staphylococcaceae, encontrada
generalmente en la piel y en la nasofaringe del humano, transmitida de una persona a otra, de
animales a humanos o por la contaminacion de alimentos, y conocida por causar infecciones
nosocomiales (Pasachova et al., 2019). Entre sus caracteristicas se encuentra el ser catalasa y
coagulasa positivo, anaerobia facultativa y bajo microscopio observadas como esferas
ordenadas en pares o racimos y su nombre siendo a causa de la coloracion amarilla de las

colonias en medios diferenciales altamente nutritivos (Ghanamani et al., 2017).

Pseudomonas spp.

Son bacterias Gram-negativas pertenecientes a la familia Pseudomonadaceae,
conocidas por ser patdgenos oportunistas causantes de varios tipos de infecciones
principalmente en personas inmunocomprometidas (Branski et al., 2009). Presentan forma de
bacilos ligeramente curvados ordenados en pares, se puede aislar en agar MacConkey, se
encuentran naturalmente en materia organica en descomposicién, suelos y agua, ademas de
ambientes hospitalarios en diferentes superficies, instrumentos y alimentos considerandose
como una bacteria patégena; para identificarla, por ejemplo, P. aeruginosa forma colonias

verdes (Murray et al., 2016).
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Capitulo 1ll: Metodologia

Cultivo iniciador de Kombucha

El té utilizado en la preparacion fue té verde y negro de una marca comercial. El cultivo
madre de té de kombucha fue de una marca comercial, del cual se tom6 el SCOBY y una cierta
cantidad de liquido nombrado como té iniciador para una primera preparacion, la cual fue

utilizada posteriormente para la elaboracion de la kombucha a ser utilizada en este estudio.

Preparacion de té de kombucha con té verde y té negro

La kombucha fue preparada con bolsas de dos tipos diferentes de té, té verde y té
negro. En base a la preparacién de Cardoso et al. (2020), se hirvié 1200 mL de agua y se
afiadié 60 g azUcar blanca, una vez diluida el aztcar se colocé una bolsa de té manteniéndola
por 5 minutos, se retird la bolsa de té y se dej6 enfriar hasta temperatura ambiente. En 5
botellas de vidrio previamente lavadas con agua hervida se dispensé 200 mL del té preparado
en cada una y se adicion6 20 mL del té iniciador, por ultimo, se colocé 6 g de SCOBY
procurando que quedara extendido en toda la superficie del liquido, se cubrié el recipiente con
papel toalla y se ajustd con una liga, dejando fermentar a temperatura ambiente durante 28
dias, de los cuales se tomaron muestras a los 0, 7, 14, 21 y 28 dias para su respectivo analisis
guimico y antimicrobiano. Para los controles negativos se colocé 200 mL de té verde y té negro

en dos botellas y se mantuvieron cerradas hasta la realizacion de los ensayos.

Toma de muestras

Para cada uno de los dias establecidos, la kombucha fue filtrada con papel Whatman
(Cardoso et al., 2020) colocando el liquido resultante en un recipiente estéril para proceder con

el andlisis quimico y antimicrobiano.
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Medicion de pHy solidos solubles totales

La determinacién de pH se realizé con un potenciémetro, colocando una alicuota de la
kombucha sin filtrar en un recipiente cubriendo todo el electrodo con el liquido, se tomaron
cuatro mediciones. Los sélidos solubles totales fueron medidos por medio de un conductimetro
o brixometro, colocando una gota de cada kombucha en el prisma y observando la escala en

porcentaje marcada por el lente, de igual manera con cuatro mediciones.
Evaluacion de la actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de la kombucha fue evaluada en base al método de difusion
en disco, macrodilucion en caldo y Drop plate para la determinacién de la Concentracién

Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Bactericida Minima (CBM).

Para los dos métodos, los inéculos bacterianos fueron preparados incubando 24 h antes a E.
coliy Pseudomonas spp. en medio TSIy S. aureus en medio BHI, de las cuales se tom6 con un
hisopo estéril un indculo para suspenderlo en un tubo con 9 mL de agua destilada estéril hasta
llegar a tener una turbidez ajustada a una escala McFarland de 0.5 (1 x 108 CFU/mL) (CLSI,

2012).

En el método de difusién en disco, las bacterias fueron sembradas en medio agar
Mueller-Hinton (MHA), sumergiendo un hisopo estéril en la suspensién bacteriana con un
McFarland de 0.5, girdndolo y luego presionando en la pared donde no habia liquido para
eliminar el exceso, este hisopo fue pasado por toda la superficie del agar en la caja Petri
realizando giros tanto del hisopo como de la caja para que no quede ningun lugar sin indculo,
se dej6 hasta 15 minutos para disminuir el exceso de humedad (CLSI, 2012), discos de papel
filtro de 6mm impregnados con 10 pL de kombucha y con los controles negativos fueron
colocados en cada caja Petri, en total fueron 5 discos, el primero con la kombucha de té verde,

el segundo con la kombucha de té negro, el tercero con una infusién de té verde, el cuarto con
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la infusién de té negro y el quinto con gentamicina en concentracion de 1 pg/mL (Kaewkod et
al., 2019), se realizaron cuatro réplicas con cada una de las bacterias. Los resultados se
leyeron a las 18 horas de incubacién con la caja invertida, midiendo con una regla el diametro

de la zona de inhibicion y reportando en milimetros (CLSI, 2012).

En el método de macrodilucion en caldo, las diluciones seriadas fueron preparadas en
tubos de ensayo colocando 2.5 mL de caldo nutriente junto con 5 mL de kombucha, luego
tomando 5 mL de este tubo y colocandolo en el siguiente tubo que tenia 2.5 mL de caldo
nutriente y asi sucesivamente hasta tener 4 diluciones, todos los tubos fueron inoculados con
2.5 mL del cultivo bacteriano; como control negativo se tenian 2.5 mL de gentamicina con 2.5
mL de la bacteria y como control positivo un tubo con 2.5 mL de caldo nutriente y 2.5 mL del
cultivo bacteriano, para la medicion de la CMI se dej6 incubar por 18h (Cardoso et al., 2020).
Los resultados se obtuvieron por medio de observacion simple con la vista comparando con el

control positivo.
Figura 2
Tubos para la macrodilucién en caldo.

SmL Sml 5rnL

Z+B G+B K+B mﬁ

LLLLLLLL

Nota. Caldo nutriente — C. Caldo nutriente y bacteria — C + B. Gentamicina y bacteria — G + B.

Kombucha y bacteria — K + B.
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En la Figura 2, se encuentra la forma en la que se ordenaron los tubos de ensayo para
la realizacion de la prueba, los tubos 5, 6, 7 y 8 fueron las diluciones de la kombucha,
correspondientes a 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16, que para la CMB y CMI se expresaron como 500, 250,

125y 62.5 pL/mL, la kombucha sin diluir correspondié a 1000 pL/mL.

En la técnica Drop plate se utilizé dos medios de cultivo para las tres bacterias, E. coliy
Pseudomonas spp. en medio MacConkey Lactosa (MKL) y S. aureus en Agar Manitol Salado
(MSA), cada caja Petri fue dividida en ocho cuadrantes destinados a cada uno de los tubos
provenientes de la macrodilucién en caldo. Se tomé uno de los tubos, se agité y con una
micropipeta se recogié 10 uL que fueron dispensados para formar gotas en cada uno de los
cuadrantes de la caja Petri, se dejé secar por 10 minutos (Herigstad et al., 2001) y dejando la

caja Petri invertida para incubar hasta 18 h.

En aquellos cuadrantes en los que se pudo contar las colonias se report6 el resultado

en UFC/mL con la siguiente férmula (Whitmire & Merrell, 2012).

. 1 uL
CFU _ # colonias * g o 76 Gitucion * 1900 mt
mL Volumen puesto (pL)

Disefio Experimental

El disefio experimental y analisis estadistico fue realizado en el software InfoStat,
planteando un disefio experimental comparativo simple en el tiempo. Como unidades
experimentales se tomaron a la kombucha de té verde y la kombucha de té negro a los
diferentes tiempos de fermentacioén (0, 7, 14, 21 y 28 dias). Las variables de respuesta para el
analisis quimico fueron los valores de pH y sélidos solubles totales en porcentaje, para la
evaluacién antimicrobiana los diAmetros de la zona de inhibicibn en mm y la CMIy CBM en

pL/mL.
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Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia (a) igual a 0.05
y utilizando el test de Duncan para la evaluaciéon de las variables de respuesta con la finalidad

de determinar la existencia de diferencias significativas.
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Capitulo IV: Resultados

Fermentacion de la kombucha

Se elaboré 1200 mL de cada tipo de té, dividiéndolo en botellas con 200 mL para cada
tiempo de fermentacion (6 botellas), en 5 fue colocado el SCOBY vy té iniciador y en una solo el
té como control, al inicio de la fermentacién se vio una diferencia en la coloracién de ambos tés,
el té verde de un color amarillo ligeramente més claro, mientras que el té negro, amarillo mucho
mas oscuro, similar al ambar. Conforme el paso de los dias de fermentacién el color de las dos
kombuchas se hizo mas oscuro y ademas se fue formando una pelicula delgada en la
superficie del liquido, siendo esta capa el SCOBY, que fue de un mayor grosor en la kombucha

de té negro (Figura 3).
Figura 3

Aspecto de la kombucha de té verde y té negro en los dias de fermentacién (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.

cTples e T8
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pHy sdlidos solubles totales

La medicion de pH y sélidos solubles totales se realiz6 a los dias 0, 7, 14, 21y 28 con

un potenciémetro y refractémetro, respectivamente, en la Tabla 1 se evidenciaron los valores

promedio obtenidos cada dia y en el Anexo 1 se encuentran todos los resultados con las

repeticiones.

Tabla 1

pH y sdélidos solubles totales medidos a los 0, 7, 14, 21 y 28 dias de fermentacion.

Kombucha Tiempo de pH Sélidos solubles
fermentacion totales (%)
(Dias)
Té verde 0 4.38 55
Té verde 7 4.30 55
Té verde 14 3.78 5.25
Té verde 21 3.67 5
Té verde 28 2.87 4
Té negro 0 4.48 6
Té negro 7 4.30 55
Té negro 14 3.7 55
Té negro 21 3.55 5
Té negro 28 3.28 5
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La kombucha de té verde vario su pH desde un promedio de 4.38 en el dia 0 a un pH de

2.87 en el dia 28. La kombucha de té negro varié su pH desde 4.48 el dia 0 hasta 3.28 el dia

28. Comparando el dia 0, la kombucha con pH més &cido corresponde a la de té verde, en el

dia 7 el pH de ambas kombuchas fue el mismo con un promedio de 4.3, al dia 14 el pH de la

kombucha de té negro fue menor (3.8) al de la kombucha de té verde (3.7), el dia 21 fue similar

ya que el pH de la kombucha de té verde fue de 3.67 y el de la kombucha de té negro de 3.55,

en el dia 28 fue cuando se vio la variacidon mas significativa, la kombucha de té verde bajé su

pH hasta 2.87 y la kombucha de té negro a un 3.28 (Figura 4). Con esto se determiné que la

kombucha con mayor acidez correspondié a la de té verde al final de la fermentacion.
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Figura 4

Variacién de pH con respecto a los dias de fermentacién (A) Gréafico de puntos. (B) Box-Plot.
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La medicion de solidos solubles totales dio como resultado una disminucion del
porcentaje medido comparando el dia O con el dia 28. Es asi como en el dia 0, la kombucha de
té verde comenz6 con 5.5% que se mantuvo hasta el dia 7, en el dia 14 tuvo un promedio de
5.25%, al dia 21 bajé a 5%, finalmente en el dia 28 a un 4%. En la kombucha de té negro se
comenzo con un 6%, disminuyé a 5.5% el dia 7 y manteniéndose igual en el dia 14, al dia 21
fue de 5% el cual no varié en el dia 28 (Figura 5). Con esto se identifica que la menor cantidad

de sélidos solubles totales al final de los dias de fermentacion fue de la kombucha de té verde.
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Figura 5

Variacién de los sélidos solubles totales medidos en funcién de los grados Brix (%) con

respecto a los dias de fermentacion (A) Grafico de puntos. (B) Box-Plot.
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La interaccion entre el tiempo de fermentacién y tipo de kombucha se evidencié con un
ANOVA, para el pH (Tabla 2), indicando que existen diferencias significativas en el pH obtenido
dependiendo del tipo de té con el que se hizo la kombucha y tiempo de fermentacién (valor-p <
0.0001). Los valores de pH de la kombucha de té negro al dia 14 y la kombucha de té verde al
dia 21 fueron colocados en un mismo grupo ya que no existié una diferencia significativa, igual

gue en el dia 7 al ser los valores iguales.
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Tabla 2

ANOVA indicando la interaccidon entre las kombuchas y tiempo de fermentacion en los valores

de pH.

Variable N R® R® Aj CV
pH 40 1,00 0,99 0,9

[&:]

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo 10,03 5 1,11 783,52 <0,0001
Kombucha o,04 1 0,04 28,81 «<0,0001
Tiempo de fermentacidn 9,83 4 2,41 1e92,73 <0,0001
Fombucha*Tiempo de ferment.. 0,368 4 0,09 62,99 <0,0001
Error 0,04 30 1,4E-03
Total 10,07 39
Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,0014 gl: 30
Kombucha Tiempo de fermentacidn Medias n E.E.
Té negro 0O 4,48 4 0,02 A
Te verde O 4,38 4 0,02 B
Té wverds 7 4,30 4 0,02 c
Té negro 7 4,30 4 0,02 C
Té verds 14 3,78 4 0,02 D
Té nmegro 14 3,70 4 0,02 E
Te wverdes 21 3,67 4 0,02 E
Té megro 21 3,55 4 0,02 F
Té negro 28 3,28 4 0,02 =
Té verds 28 2,87 4 0,02 H

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,08)

De la misma manera se procedio con los sélidos solubles totales, el ANOVA realizado
(Tabla 3), indica diferencias significativas entre el tipo de té con el que se hizo la kombucha y
tiempo de fermentacion (valor-p < 0.0001) en cuanto a la variacion de los sélidos solubles
totales. Los valores de la kombucha de té verde al dia 0y 7 junto con los de la kombucha de té
negro al dia 7 y 14 fueron los mismos (5.5%), la kombucha de té negro al dia 21, 28 y con la
kombucha de té verde al dia 21 fueron iguales (5%), y el menor valor correspondié a la

kombucha de té verde al dia 28.
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ANOVA indicando la interaccidn entre la kombucha y tiempo de fermentacién en los valores de

sélidos solubles totales.

Variable N RE® R®= A CW

Brix 40 0,98 0,97 1,75
Conadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CH 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,e0 4 1,90 228,00 <«<£0,0001
Kombucha*Tiempo de ferment.. 1,40 4 0,35 42,00 <0,0001
Error 0,25 30 0,01
Total 10,48 395
Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,0083 gl: 30
Kombucha Tiempo de fermentacion Mediazs m E.E.
T& negro 0 6,00 4 0,05 4
Té verde 7 5,50 4 0,05 B
Té wverde O 5,50 4 0,05 B
Té negro 14 5,50 4 0,05 B
Té negro 7 5,50 4 0,05 B
Te werde 14 5,25 4 0,05
Té werde 21 5,00 4 0,05 o
Té negro 21 5,00 4 0,05 D
Té negro 28 5,00 4 0,05 D
Té werde 28 4,00 4 0,05 E

M=dizs con una letra comin no son significativamsnte diferentss (p » 0,05}

Actividad antimicrobiana

Difusiéon en disco

La actividad antimicrobiana analizada por la técnica de difusion en disco comparando

las dos kombuchas estudiadas frente a té verde y té negro sin fermentar como control negativo,

y control positivo gentamicina en concentracion de 1 uL/mg se presenta en la Tabla 4. Todos

los resultados con sus repeticiones se evidencian en el Anexo 3.



Tabla 4

Diametros de la zona de inhibicién con el método de difusion en disco.
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Diametro de la zona de inhibicién (mm)

Tiempo de Muestra E. coli S. aureus Pseudomonas
fermentacion spp.
Dia 0 Té verde 0 0 0
Kombucha té verde 0 0 0
Té negro 0 0 0
Kombucha té negro 0 0 0
Gentamicina 14 12 11
Dia 7 Té verde 0 0 0
Kombucha té verde 0 0 0
Té negro 0 0 0
Kombucha té negro 0 0 0
Gentamicina 15 13 12
Dia 14 Té verde 0 0 0
Kombucha té verde 0 0 0
Té negro 0 0 0
Kombucha té negro 0 0 0
Gentamicina 17 19 16.5
Dia 21 Té verde 0 0 0
Kombucha té verde 0 0 0
Té negro 7 0 0
Kombucha té negro 7 0 0
Gentamicina 16 17 18
Dia 28 Té verde 0 0 0
Kombucha té verde 0 0 0
Té negro 0 0 0
Kombucha té negro 0 0 0
Gentamicina 17 16 15

Los resultados mostraron que a los dias 0, 7 y 14 y 28 de fermentacioén, tanto en la

kombucha de té verde como en la kombucha de té negro y los dos tés sin fermentar no se

formaron halos de inhibicién para ninguna de las tres bacterias, en el dia 21 ni la kombucha de

té verde ni té verde formaron halos de inhibicién, la kombucha de té negro y el té negro en

cambio formaron un halo de 7 mm en E. coli (Figura 6).
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En cuanto a la gentamicina como control positivo se tuvieron diametros promedio de

15.95 mm, 15.3 mm y 14.4 mm para E. coli, S. aureus y Pseudomonas spp., respectivamente.
Figura 6

Difusion en disco, resultados en E. coli (A) Dia 0, (B) Dia 7, (C) Dia 14, (D) Dia 21, (E) Dia 28.

. ()
. (D) (E)

Nota. En cada caja Petri, de izquierda a derecha, Kombucha de té verde — KV. Kombucha de té

©)

negro — KN. Té verde — TV. Té negro — TN. Gentamicina — G.

Macrodiluciéon en caldo

En la Figura 7 se resumieron los resultados por cada dia, observando la turbidez
comparada con el caldo nutriente con bacteria (control positivo). En el Anexo 4 se encuentran

todos los resultados.

Para las tres bacterias con la kombucha de té verde, al dia O se observé una turbidez
menor en la primera dilucion, al dia 7 hasta en la segunda dilucion, en el dia 14 en la primera
dilucion, al dia 21 hasta la segunda dilucién y en el dia 28 hasta la tercera dilucién. En la

kombucha de té negro en las tres bacterias a los dias 0 y 7 la turbidez menor fue en la primera
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dilucién, al dia 14 no se observo diferente turbidez en ninguna dilucion, al dia 21 en la primera

dilucién y al dia 28 hasta la segunda dilucion.
Figura 7

Macrodilucién en caldo para Pseudomonas spp. (A) Kombucha de té verde (KTV) dia 0. (B)
Kombucha de té negro (KTN) dia 0. (C) KTV dia 7. (D) KTN dia 7. (E) KTV dia 14. (F) KTN dia

14. (G) KTV dia 21. (H) KTN dia 21. () KTV dia 28. (J) KTN dia 28.

)

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

dilucion.
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Técnica Drop plate

Para confirmar o descartar la presencia de la bacteria en cada uno de los tubos de la
macrodilucién en caldo se procedio a realizar la técnica Drop plate en medios diferenciales, si
no hubo crecimiento eso indicé que la kombucha y/o sus diluciones lograron inhibir a la
bacteria. Con ello determinando la CMI y CBM. En los Anexos 5, 6, 7 ,8 y 9 se evidencian todos
los resultados de esta técnica. Ademas, las colonias que se pudieron contar se reportaron en

UFC/mL.

En los cinco dias de fermentacién analizados se observé que las colonias formadas en
MSA eran de coloracién blanquecina (Figura 8), lo cual no corresponde a S. aureus siendo que
forma colonias amarillas con un cambio de color en el medio a amarillo, ya que las caracteristicas
fenotipicas de las colonias no correspondian a las esperadas, por ende, estos resultados se

descartaron y solo se mostraron los correspondientes a E. coli y Pseudomonas spp.

Figura 8
Técnica Drop Plate colonias blancas formadas en MSA (A) Dia 0, kombucha de té verde. (B)

Dia 7, kombucha de té negro.

(A) (B)
Nota. En cada placa, de izquierda a derecha, C — Caldo nutriente. C + B — Caldo nutriente y
bacteria. 4 — Primera dilucién. 5 — Segunda dilucion. 6 — Tercera dilucion. 7 — Cuarta dilucion. K

+ B — Kombucha y bacteria. G + B — Gentamicina y bacteria.
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En el dia 0, E. coli no fue inhibida con ninguna de las diluciones ni kombucha sin diluir

tanto de té verde como de té negro, observdndose colonias rosadas de gran tamafio.

Pseudomonas spp. en la primera dilucién de la kombucha de té verde hubo 230
colonias (11500 UFC/mL), las siguientes diluciones presentaron colonias incontables, en la
kombucha sin diluir en cambio se pudo ver la gota ligeramente traslicida. En la kombucha de té
negro sin diluir no hubo crecimiento, en la primera dilucién se contaron 244 colonias (12200
UFC/mL), en las siguientes diluciones las gotas presentaron colonias incontables. Con el

antibiotico si hubo crecimiento. Las colonias eran incoloras a ligeramente rosas (Figura 9).

Figura 9
Técnica Drop Plate para el dia 0 de fermentacién. (A) Pseudomonas spp. en kombucha de té

verde. (B) Pseudomonas spp. en kombucha de té negro.

(A) (B)
Nota. En cada placa, de izquierda a derecha, C — Caldo nutriente. C + B — Caldo nutriente y
bacteria. 4 — Primera dilucién. 5 — Segunda dilucién. 6 — Tercera dilucion. 7 — Cuarta dilucion. K

+ B — Kombucha y bacteria. G + B — Gentamicina y bacteria.

En el dia 7, para E. coli ni la kombucha de té verde (Figura 10A), la kombucha de té negro

ni sus diluciones inhibieron a la bacteria, en el antibiético no hubo crecimiento.

La kombucha de té verde sin diluir inhibié a Pseudomonas spp., se observo una colonia

pequefia en la primera dilucion (100 UFC/mL), 29 colonias (725 UFC/mL) en la segunda dilucion,
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las dos gotas en la tercera y cuarta dilucién fueron incontables (Figura 10B). La kombucha de té
negro sin diluir inhibi6 a Pseudomonas spp., hubo 142 colonias (7100 UFC/mL) en la primera

dilucién, colonias grandes en la segunda, tercera y cuarta dilucion (Figura 10C).

Figura 10
Técnica Drop Plate para el dia 7 de fermentacion. (A) E. coli en kombucha de té verde. (B)
Pseudomonas spp. en kombucha de té verde. (C) Pseudomonas spp. en kombucha de té

negro.

(B)

(©)
Nota. En cada placa, de izquierda a derecha, C — Caldo nutriente. C + B — Caldo nutriente y
bacteria. 4 — Primera dilucién. 5 — Segunda dilucién. 6 — Tercera dilucién. 7 — Cuarta dilucion. K

+ B — Kombucha y bacteria. G + B — Gentamicina y bacteria.

Al dia 14 de fermentacién, ni la kombucha de té verde ni la de té negro junto con sus

diluciones logro inhibir a E. coli.
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Pseudomonas spp. fue inhibida con la kombucha de té verde sin diluir, con las dos
primeras diluciones se vio una ligera coloracion en la gota, y con las dos siguientes diluciones
la presencia de varias colonias incontables (Figura 11A). 4 colonias (400 UFC/mL) con la
kombucha de té negro sin diluir, en la primera dilucién la gota con ligera coloracioén, 374
colonias (9350 UFC/mL) en la segunda dilucién, 111 colonias (1388 UFC/mL) en la tercera

dilucion y 380 colonias (2375 UFC/mL) en la cuarta dilucién (Figura 11B).

Figura 11
Técnica Drop Plate para el dia 14 de fermentacion. (A) Pseudomonas spp. en kombucha de té

verde. (B) Pseudomonas spp. en kombucha de té negro.

(B)

Nota. En cada placa, de izquierda a derecha, C — Caldo nutriente. C + B — Caldo nutriente y
bacteria. 4 — Primera dilucién. 5 — Segunda dilucién. 6 — Tercera dilucion. 7 — Cuarta dilucion. K

+ B — Kombucha y bacteria. G + B — Gentamicina y bacteria.
Al dia 21, E. coli no fue inhibida ni con la kombucha de té verde ni la de té negro.

Pseudomonas spp. fue inhibida con la kombucha de té verde sin diluir, con las primeras
dos diluciones se vieron colonias que no se pudieron contar y con las siguientes diluciones el
crecimiento bacteriano en toda la gota (Figura 12A). Con la kombucha de té negro sin diluir
creci6 una sola colonia (100 UFC/mL), en las dos primeras diluciones colonias diferenciadas

incontables y en las demas, crecimiento en toda la gota (Figura 12B).
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Figura 12
Técnica Drop Plate para el dia 21 de fermentacion. (A) Pseudomonas spp. en kombucha de té

verde. (B) Pseudomonas spp. en kombucha de té negro.

(A) (B)
Nota. En cada placa, de izquierda a derecha, C — Caldo nutriente. C + B — Caldo nutriente y
bacteria. 4 — Primera dilucién. 5 — Segunda dilucién. 6 — Tercera dilucion. 7 — Cuarta dilucion. K

+ B — Kombucha y bacteria. G + B — Gentamicina y bacteria.

Al dia 28, en E. coli fueron observadas 26 colonias (2600 UFC/mL) con la kombucha de
té verde sin diluir, las diluciones no la inhibieron (Figura 13A); la kombucha de té negro y sus

diluciones no tuvieron ningun efecto.

Para Pseudomonas spp., en la kombucha de té verde hasta la segunda dilucién se
observé una ligera coloracion en las gotas, en la tercera dilucién colonias sumamente pequefias
incontables, en la cuarta dilucién 16 colonias (100 UFC/mL) (Figura 13B). Con la kombucha de
té negro hasta la segunda dilucion colonias muy pequefas, 14 colonias (175 UFC/mL) en la

tercera dilucién y colonias grandes en la cuarta dilucién (Figura 13C).
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Figura 13
Técnica Drop Plate para el dia 28 de fermentacién. (A) E. coli y kombucha de té verde. (B)

Pseudomonas spp. y kombucha de té verde. (C) Pseudomonas spp. y kombucha de té negro.

(A) (B) ©

Nota. En cada placa, de izquierda a derecha, C — Caldo nutriente. C + B — Caldo nutriente y
bacteria. 4 — Primera dilucién. 5 — Segunda dilucion. 6 — Tercera dilucion. 7 — Cuarta dilucion. K

+ B — Kombucha y bacteria. G + B — Gentamicina y bacteria.

Los resultados de esta técnica se resumen en la Tabla 5.

Tabla b

Concentracion minima inhibitoria (CMI) y Concentracion bactericida minima (CBM) en pL/mL de

la kombucha de té verde y kombucha de té negro frente a Escherichia coli y Pseudomonas spp.

Bacteria Kombucha té verde
Dia 0O Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
CBM  CMI CBM CMI CBM  CMI CBM cMI CBM  CMI
E. coli - - - - - - - - 1000
Pseudomonas spp. - 500 1000 250 1000 250 1000 - - 62.5
Bacteria Kombucha té negro
Dia 0O Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
CBM CMI CBM CMI CBM  CMI CBM CMI CBM  CMI
E. coli - - - - - - - - - -
Pseudomonas spp. 1000 500 1000 500 - 62.5 - 1000 - 125

Nota. No se presento inhibicion bacteriana — (-)

Para una mejor visualizacién, estos resultados se presentaron la Figura 14 y la Figura 15.
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Figura 14

Concentracion bactericida minima en cada uno de los tiempos de fermentacion y para cada tipo
de kombucha.

1050,00 000,00 1000,00 _1000,00 1000.00 100000
920,00
790,00
650,00

530,00

CBM {uLfmL)

400,00

270,00

140,00

KTV KN TKTV TKTN 14K TV 14K TN 2ZUKTV  21KTH 28KTV  28KTH
Dias de fermentacién y Tipo de té

. E. coli l:‘ Pseun‘omcmsspp|

Nota. Kombucha de té verde — K TV. Kombucha de té negro — K TN.
Figura 15

Concentracién minima inhibitoria en cada uno de los tiempos de fermentacion y para cada tipo
de kombucha.

1050,00 1000,00 1000,00
920,00
750,00

660,00

530,00 500,00 500,00 500,00

CMI (ulimL)

400,00

270,00 250,00 250,00

125,00
140,00 H H 8250 62,50 |—|
T T T T T Iﬂ T T \l_l T

OKTV  OKTN  TKTV  TKTN  14KTV  14KTN  20KTV  20KTN  28KTV  28KTN
Dias de fermentacién y Tipo de té

. E. coli D Pseun’omvr»asspp.|

Nota. Kombucha de té verde — K TV. Kombucha de té negro — K TN.

Con los resultados de la macrodilucion en caldo y la técnica Drop plate se determiné que
la kombucha de té verde tiene un limitado efecto antimicrobiano en Pseudomonas spp, teniendo
una mayor actividad antimicrobiana desde el dia 14 al 28 presentando una CBM de 1000 pL/mL,

mientras que para estos mismos dias con la kombucha de té negro no hubo ninguna CBM.
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En el caso de E. coli, hubo una CMI de 1000 pL/mL con la kombucha de té verde al dia
28, es decir, con aquella que no estaba diluida mientras que con la kombucha de té negro no

hubo inhibicién en ningun dia.

La CMI para Pseudomonas spp. al dia 7 fue mejor la kombucha de té verde (250 pL/mL)
a la de té negro (500 pyL/mL), al dia 14 la kombucha de té verde mantuvo la misma CMI que el
dia 7 y para la kombucha de té negro fue de 62.5 uL/mL, al dia 21 solo hubo una CMI de 1000
pL/mL para la kombucha de té negro y al dia 28, la menor dilucion que tuvo un efecto
antimicrobiano fue la de la kombucha de té verde (62.5 uL/mL) comparada con la de té negro

(125 pL/mL).

Ademas, al realizar un ANOVA para la CMI (Anexo 10) y CBM (Anexo 11) se vio que la
interaccion entre el tipo de té de la kombucha y las bacterias, el tipo de té de la kombucha y el
tiempo de fermentacion, el tiempo de fermentacién y las bacterias, no son significativamente
diferentes (valor-p > 0.05). Por lo que a pesar de que se observé una inhibicion ligeramente
mayor de parte de la kombucha de té verde, esta no es significativamente diferente a la inhibicion

de la kombucha de té negro.
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Capitulo V: Discusién

La variacion de pH y sélidos solubles totales conforme el paso de los dias de
fermentacion depende principalmente de la produccion de acidos organicos por parte de las
levaduras y bacterias presentes en el SCOBY de la kombucha a través de la conversion de la
sacarosa a glucosa que luego las bacterias transforman a acidos organicos (Al-Mohammadi et
al., 2021), los acidos organicos que se encuentran en mayor concentracion es el 4cido acético,
acido glucoénico (Battikh et al., 2013) y en menor cantidad &cido glucuronico, &cido lactico, acido
oxdlico, &cido citrico y &cido malico (lvaniSova et al., 2020), estos 4cidos aumentan su
concentracion conforme los dias de fermentacion. Los resultados de esta investigacion, indican
gue la kombucha de té verde con un pH y °Brix iniciales de 4.38 y 5.5%, respectivamente,
descendiendo al dia 28 a 2.87 y 4%, para la kombucha de té negro comenzando con 4.48 y 6%
y bajando a 3.28 y 5% al dia 28, respectivamente, concuerdan con otros estudios (Jayabalan et
al., 2008); Shahbazi et al., 2018 ; Gaggia et al., 2019) que mencionan que el pH de la
kombucha varia desde un valor de 5 a 3 entre los primeros dias de fermentacion y luego
disminuyen ligeramente los dias posteriores, ocurriendo lo mismo con los azlcares, debido al

incremento de los acidos organicos.

Pero si se compara el pH en cada dia de fermentacion por medio de intervalos de
confianza (Anexo 2), se ve que hay una menor acidez en la kombucha tanto del té verde como
té negro obtenida en este estudio, tomando como referencia otro estudio, al dia 14 se tenia un
pH promedio de 3.39 para la kombucha de té verde y de 3.04 al dia 21 con la kombucha de té
negro (Valiyan et al., 2021), estos valores se ubican bajo los intervalos de confianza obtenidos
(3.70 — 3.85) y (3.54 — 3.56), respectivamente. Con ello demostrando que el pH de este estudio
es mas alto que otros referenciales comparando cada dia, pero al final de la fermentacién se

mantiene dentro de los valores comunes.
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En cuanto a la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las kombuchas, la prueba
de difusién en disco no arrojo resultados significativos comparandolos con los obtenidos en la
macrodilucién en caldo y la técnica Drop plate, se puede suponer que la no formacién de halos
de inhibicion pudo haber sido a causa de la baja capacidad de difusién de los componentes
antimicrobianos de la kombucha, se indica que la tasa de difusién del acido acético influye
directamente en el crecimiento bacteriano (Lindahl et al., 2018), siendo que se disocia en
funcion del valor del pH del medio de cultivo, a un pH menor o igual a 4.75 la mayor parte se
encuentra en su forma no disociada, de esta manera pueden pasar por la membrana celular
hasta llegar al citosol en donde se disocia y bajan el pH hasta que la célula no resiste y muere
(Tréek et al., 2015); el medio MHA tiene un pH de 7.3 (Power & Johnson, 2009) por lo que esto

pudo afectar la disociacion del acido e influir directamente en la accién antimicrobiana.

Ademas, una desventaja del método es que no se puede determinar la cantidad de
antimicrobiano difundido en la placa (Balouiri et al., 2016) por lo tanto pudo ser que no hubo la
suficiente difusién de la kombucha para inhibir a las bacterias. Otro factor pudo haber sido una
interaccion desfavorable entre el medio y la kombucha, tomando como ejemplo lo que sucede
con los cationes divalentes como Magnesio y Calcio, una alta cantidad de estos cationes
cuando se evaltan aminoglucdsidos y tetraciclinas ocasiona que se reduzcan las zonas de

inhibicion esperadas (CLSI, 2012).

Mientras que en el antibittico si se pudo ver la formacién de halos de inhibicion en E.
coliy Pseudomonas spp de 15.95 mm y 14.4 mm, respectivamente, E. coli ubicandose en un
intervalo = 15 en bacterias susceptibles y Pseudomonas spp. en el intervalo 13 — 14 en
bacterias intermedias (CLSI, 2018b). Con esto indicando que el método de difusion fue

correctamente realizado y si se forman halos de inhibicién.

Los resultados de la macrodilucion en caldo y la técnica Drop plate indican que las dos

kombuchas tienen una cierta actividad antimicrobiana frente a Pseudomonas spp. y una mas
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baja en E. coli, derivada de los componentes formados durante el tiempo de fermentacion, por
ejemplo, el acido acético y flavonoides como epigalocatequina (EGC), galato de epicatequina

(ECG), epicatequina (EC) y galato de epigalocatequina (EGCG) (Kallel et al., 2012).

Al dia 0 de fermentacién se observé la inhibicion de Pseudomonas spp., con las dos
kombuchas en estudio, esto causado principalmente por su acidez al agregar el té iniciador
(Kaewkod et al., 2019) ocasionando que tenga un pH mas acido, esto se contrasta con que la
kombucha con un pH neutro no tiene un efecto inhibitorio, pero aquella con una cierta acidez a

pesar del tiempo de fermentacion si lograba tener un efecto inhibitorio (Cetojevic et al., 2008)

En esta investigacién se puede ver que la kombucha de té verde tuvo un ligero efecto
antimicrobiano en E. coli al dia 28 de fermentacién, mientras que la kombucha de té negro no
tuvo ningun efecto en esta bacteria; para Pseudomonas spp. el resultado indica que la actividad
antimicrobiana de la kombucha de té verde es ligeramente mas eficaz que la de té negro desde
el dia 14 de fermentacion hasta el dia 28 presentado en esta investigacion, a pesar de que en
varios estudios se ha evidenciado el gran efecto inhibitorio que tiene la kombucha en E. coli
(Greenwalt et al., 1998); IvaniSova et al., 2020 ; Valiyan et al., 2021) y en Pseudomonas spp.
(Battikh et al., 2013), al contrastar los resultados se identifica que existe una diferencia notable

con estudios anteriores siendo que no se obtuvo una alta actividad antibacteriana.

Lo anterior a causa de que la kombucha se ve afectada por diversos factores como son
la temperatura, origen del SCOBY, contenido de azlcar y el tipo y origen del té usado. En el
caso del té se toma en cuenta el tiempo de infusion, ya que a un mayor tiempo hay una mayor
cantidad de compuestos bioactivos (Antolak et al., 2021), siendo que la mayor cantidad de
flavonoides en una infusion de té verde se obtienen entre 3, 5 a 7 minutos dependiendo de la
temperatura que puede estar entre los 70°C a 100°C (Zimmermann & Gleichenhagen, 2011);

esto justifica el tiempo de infusién implementado en la investigacion que fue de 5 minutos.
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Uno de los factores decisivos que influye en las distintas propiedades de la kombucha y
por lo tanto en el efecto inhibitorio, es la diversidad bacteriana y de levaduras en el SCOBY y
en el liquido, Las especies bacterianas encontradas corresponden mayormente a Acetobacter,
Bacillus, Komagataeibacter y Gluconobacter y levaduras del género Starmella y Galiella siendo
las mas abundantes, y en menor cantidad Candida sp. (Kaashyap et al., 2021) Mientras que en
otra investigacién hubo mayor predominancia de Candida sp. (Chakravorty et al., 2016). En
cambio, en otro estudio se menciona que en la kombucha hay mayor predominancia de
bacterias del &cido acético como Gluconacetobacter europaeus, Gluconobacter oxydans, del
acido lactico Oenococcus oeni y levaduras como Zygosaccharomyces (Coton et al., 2017). Esta
variacion de la diversidad de microrganismos encontrados difiere en cuanto a ausencia o
presencia en la kombucha, uno de los factores a los que se debe esta variabilidad es el origen
del SCOBY Yy el té iniciador, tomando en cuenta que dependiendo del lugar de origen se denota
una cierta diferencia en sus metabolitos a causa de las distintas bacterias y levaduras (Chu &

Chen, 2006).

La kombucha se compone a mas de acidos organicos, por catequinas, etanol, vitamina
Cy B, elementos como Na, Mn, Zn y aminoacidos (Watawana et al., 2015). La mayor actividad
antimicrobiana de la kombucha de té verde se debe a la mayor presencia de catequinas, que
son unos de los flavonoides predominantes en la kombucha y reconocidos por su actividad
antimicrobiana (Bhattacharya et al., 2016). Uno de sus mecanismos para su actividad
antimicrobiana se basa en la unién con la membrana celular haciendo que se rompay el
contenido citoplasmatico se elimine, con eso ocasionando la muerte de la bacteria (Renzetti et
al., 2020), en el caso especifico de EGCG, al tener carga negativa se une al lipopolisacarido
gue tiene carga positiva y genera peréxido de hidrégeno que ocasiona el dafio en toda la
membrana celular y al final haciendo que la bacteria muera, es asi como este componente

ocasiona la inhibicion de E. coliy P. aeruginosa (Jeon et al., 2014). Estos resultados respaldan
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la limitada actividad antimicrobiana de la kombucha de té verde pero ligeramente mayor que la

kombucha de té negro sobre Pseudomonas spp.
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Capitulo VI: Conclusiones

La elaboracién de la kombucha de té verde y de té negro se realizd6 acorde a métodos
bibliogréaficos, consiguiendo la formacion de SCOBYs densos a mas dias de fermentacién y la

acidificacion del té.

El pH y solidos solubles totales fueron medidos en los tiempos de fermentacion
respectivos, determinando que conforme el paso de los dias de fermentacioén los valores de

estos dos parametros descendian.

La evaluacion del efecto inhibitorio de la kombucha de té verde y de té negro en E. coliy
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 alcanzé 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 inhibicién 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.
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Capitulo VII: 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 métodos que complementen los resultados de la actividad

antimicrobiana con las tres bacterias estudiadas, como el método de difusién en pozos de agar.
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