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Resumen

El consorcio bacteriano presente en la kombucha de té negro ha sido estudiado ampliamente debido a sus beneficios
probioticos, asi mismo se ha identificado algunos microoganismo responsables de la produccion de celulosa bacteriana
presentes en este mismo. La caracterizacion de las bacterias productoras de celulosa ha sido de gran interés debido a su
aplicacion para obtener esta materia sin necesidad de extraerla de las plantas. Un proyecto de investigacion realizado en
el Instituto de Diseflo e Innovacion Tecnoldgica (IDIT) de la Ibero Puebla adapt6 un cultivo de kombucha de té negro
productora de celulosa bacteriana a un medio de suero de leche, para darle un segundo uso a este residuo. El objetivo
actualmente es conocer la microbiota del cultivo adaptado a este medio. Se realizaron aislamientos en tres medios de
cultivo distintos (HS, MRS, Lactico) y se indetificaron cuatro cepas bacterianas distintas (Q, U, X y Y) para su
caracterizacion se les realizé tincién de Gram, puebas bioquimicas (en medio de cultivo MIO, LIA, TSI, Citrato de
Simmons y XLD; y catalasa) y una amplificacion del gen 16S ARNr para genera un perfil de restricciéon enzimatico con
la enzima Mspl. Por medio de las pruebas bioquimicas se confirmé que las cepas en los tres medios de cultivo se
repetian. Y con el perfil de restriccion se identificd que las cuatro cepas son distintas entre si.

Palabras clave: SCOBY, celulosa, ADN
*Autor Corresponsal: sebastian.tlahuiz@iberopuebla.mx

Introduccion

Symbiotic Colonie of Bacteria and Yeast (SCOBY)

El SCOBY, por sus sigals en inglés, es una biopoelicula
simbidtica de bacterias y levaduras, conocida asi
comunmente por su utilidad para producir bebidas
fermentadas, como el té kombucha. Esta simbiosis se
alimenta de los azucares del t¢ endulzado Camellia sinensis
a través de tres tipos de fermentaciones (lactica, alcohdlica 'y
acética) produciendo 4cidos organicos, aminoécidos,
sustancias  antibidticas, vitaminas y muchos otros
compuestos bioactivos no identificados beneficiosos para la
salud humana [1].

Aunque la composicion exacta del SCOBY de la kombucha
puede variar segtin el origen y método de cultivo, en general,
los microorganismos incluyen:
e Bacterias 4cido-lacticas:
Bifidobacterium sp [2].
e Bacterias acido-acéticas: Acetobacter xylinum.,
Gluconacetobacter sp. y Komagataeibacter sp [2].
e Levaduras: Saccharomyces sp.,
Zygosaccharomyces sp., y Brettanomyces sp [2].
Podria suponerse que esta simbiosis es bastante compleja y
que muchos microorganismos asociados no se pueden
cultivar fuera de la comunidad [3].
El Acetobacter xylinum, mencionado anteriormente como
parte de la simbiosis del SCOBY, ha sido objeto de la mas
intensa investigacion, lo que permite una descripcion
bioquimica detallada de la biogénesis de la celulosa en este
organismo. Este conocimiento esta apreciando rapidamente
su valor a medida que el interés se traslada a otros
organismos, asi como a nuevas aplicaciones biotecnologicas

Lactobacillus  sp. 'y
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[4]. La celulosa bacteriana (CB) tiene algunas caracteristicas
especificas, como una excelente capacidad de absorcion de
agua (hasta un 99 % de contenido de humedad) y la
capacidad de formar un hidrogel muy fuerte y flexible. La
CB tiene una amplia gama de aplicaciones y tiene demanda
en el mercado mundial. Mediante el uso de bacterias y
técnicas de cultivo especificas, y mediante el control de la
formacion de fibras de B BC C, es posible regular
deliberadamente la red tridimensional de CB y sintetizarlo
en forma de estructuras geométricas. Por el momento, los
intentos de reducir los costos de la sintesis de CB se basan
principalmente en el aislamiento de cepas bacterianas mas
productivas, la optimizaciéon y control especifico de sus
condiciones de cultivo y el uso de sustratos baratos [5].

Los enfoques basados en la secuenciacion del ADN para el
estudio de la ecologia microbiana facilitan la identificacion
simultdnea de diferentes grupos taxonomicos, incluidos
aquellos que no se pueden cultivar, lo que permite
comprender la funcion de esta simbiosis. Cada vez mas
aplicado para comprender mejor las comunidades
microbianas de alimentos fermentados. Actualmente, hay
pocos estudios aplicados a estas técnicas de la fermentacion
de Kombucha. Por lo que, ain no hay una visién
consensuada de la ecologia de Kombucha. Existe una
variacion mas aparente en la composicion de SCOBY entre
estos estudios que las comparaciones dentro del estudio de
SCOBY de diferentes origenes y tratamientos
experimentales, lo que sugiere que se requiere un muestreo
mas completo de cultivos iniciadores de SCOBY [6].

Objetivos de la adaptacion del cultivo de SCOBY en suero
de leche desarrollado en el IDIT
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“El objetivo de cambiar el sustrato de té negro a suero de
leche fue para reducir el impacto ambiental de este residuo
industrial, debido a su alto contenido de azucares presentes
en este, mismos que son aprovechados para la produccion de
celulosa bacteriana. Un segundo objetivo es producir
celulosa y que la comunidad IBERO aproveche este
biopolimero para abrir lineas de investiagcion en
aplicaciones convencionales (papel) y no convencionales
(Macetas, empaques, parches, lentes de contacto, etc). Para
llegar al cultivo actual en suero de leche se establecieron las
condiciones de pH y azlcares en éste sustrato semejantes al
sustrato anterior, té negro. Posteriormente, se inoculd
periddicamente el SCOBY, del té negro, a estos medios de
cultivo modificados, hasta conseguir que producieran capas
de celulosa. De estos cultivos se selecciond el que tenia una
mayor produccion de celulosa. Al dia de hoy las condiciones
nos permiten obtener una capa de celulosa aprovechabel en
2 semanas. Actualmente el objetivo es conocer los
microorganimos presentes en este cultivo para compararlos
con los ya registrados y sino proteger la cepa, con los fines
de compartir a la comunidad IBERO para que los pueda
utilizar en biorremediacion; y conocer el gen que expresa la
produccion de celulos para optimizar la produccion de
celulosa bacteriana” [7].

Metodologia de formulacion del cultivo de SCOBY en suero
de leche desarrollado en el IDIT

Previo al cambio de sustrato de t€ negro a suero de leche,
el suero de leche fue acondicionado retirando la mayor
cantidad de grasas posibles, para poder caracterizar su pH 'y
grados Brix (°Bx).
De acuerdo a la formulacion del té negro se plantearon tres
sistemas de diferente volimen, en los cuales se vertieron
cuatro sustratos con combinaciones diferentes de los
siguientes paramretros: °Bx, %vinagre y pH, en los cuales se
inoculé el SCOBY. Se hizo un monitereo semanal a los
cambios en pH, °Bx y produccion de biomasa. Cuando el
volumen del medio bajaba a dos tercios del volumen total se
le afiadi6 mas suero de leche, ajustado no esteril, para
mantener vivo el consorcio bacteriano.
De acuerdo a las observaciones de la capa de celulosa
producida se determind que las mejores condiciones de
crecimineto se dieron en el medio con 15 °Bx, 2.5% de
vinagre y pH de 3. Este SCOBY se tom6 como fuente de
indculo para los siguientes cultivos [7].
Durante este trabajo, se examind parte de la diversidad
microbiana del SCOBY adaptado en el IDIT con un sustrato
de suero de leche. Este nuevo cultivo tiene como objetivo la
produccion de celulosa bacteriana que esta comunidad es
capaz de sintetizar como producto extracelular dandole un
segundo uso al suero de leche. Mediante técnicas de
Microbiologia, se aislaron algunos de los microorganismos
presentes en dicho cultivo y se caracterizaron mediante
tincion de Gram, pruebas bioquimicas y determinacion de
sus morfologias; asimismo, mediante técnicas de Biologia
Molecular, se extrajo su ADN y se amplificé el gen 16S para
generar sus perfiles de restriccion a partir del producto de
PCR del gen 16S ARNr a través de la enzima Mspl.
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Metodologia

Toma de muestra

El cultivo de SCOBY en suero de leche, adaptado en el
IDIT, presenta diversas capas correspondientes a la celulosa
que los microorganismos sintetizan como producto
extracelular. Para realizar el muestreo de manera que se
abarcara la mayor cantidad de microorganismos posibles, se
segemento el frasco del cultivo en cuatro secciones, siendo
las dos primeras a y b, y las dos ultimas ¢ y d. A
continuacion, se presenta en la Fig. 1 el cultivo con las
secciones mencionadas:

Fig. 1 Cultivo de SCOBY en suero de leche. ‘

De las capas antes mencionadas, se tom6 1 mL con ayuda de
una pipeta en condiciones de esterilidad para su posterior
uso.

Aislamiento de los microorganismos

Se prepararon placas de Petri con medio HS ([g/L] glucosa
20, peptona 5, extracto de levadura 5, fosfato de Sodio
dibasico 2.7, acido citrico 1.15, agar 15), Lactico ([g/L]
caseina 20, extracto de levadura 5, dextrosa 5, lactosa 5,
sacarosa 5, cloruro de sodio 4, grenetina 2.5, acetato de sodio
1.5, acido ascorbico 0.5, agar 15), y MRS ([g/L] glucosa 20,
extracto de carne 6, extracto de levadura 4, agar 15). Se
guardaron en un horno de cultivo 48 horas a 35 °C para
asegurar su esterilidad.
Se realiz6 una dilucion seriada (1:10, 100, 1,000) por cada
muestra correspondiente a las capas a, b, ¢ y d, y, se sembrd
cada dilucion por goteo con 10 puL en cada una de las placas
de Petri con los diferentes medios preparados (HS, Lactico y
MRS). Se incubaron 48 horas a 35 °C.
Tras el periodo de incubaciodn, se indentificaron las colonias
obtenidas y se aislaron por la técnica de siembra en estria por
agotamiento, como se muestra en la Fig. 2.
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Fig. 2 Técnica de siembra en estria por agotamiento [8].
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Fig. 3 Aspectos mas comunes de las diversas colonias microbianas aisladas sobre medio solido [8].

Identificacion morfologica de los microorganismos

A las colonias aisladas de bacterias se las aplico tincion de
Gram para conocer su tipo de pared bacteriano: células de
color violeta (bacterias de pared Gram-Positiva) y células de
color rosa (bacterias de pared Gram-Negativa). Asimismo,
se observaron los cultivos en el contador de colonias para
determinar los aspectos mas comunes de colonias
microbianas sobre medio de cultivo sélido, como los que se
muestran en la Fig. 3.

Pruebas bioquimicas

Se prepararon tubos de cultivo de fondo plano con 10 mL
de los siguientes medios de cultivo: medio MIO ([g/L]
glucosa 10, extracto de levadura 3, peptona 10, tripteina 10,
clorhidrato de L-Ornitina 5, parpura de bromocresol 0.02,
agar 2), Agar TSI ([g/L] extracto de carne 3, pluripeptona 20,
cloruro de sodio 5, lactosa 10, sacarosa 10, glucosa 1, sulfato
de hierro y amonio 0.2, tiosulfato de sodio 0.2, rojo de fenol
0.025, agar 13), Agar Hierro Lisina ([g/L] peptona de
gelatina 5, extracto de levadura 3, glucosa 1, lisina 10, citrato
de hierro y amonio 0.5, tiosulfato de sodio 0.04, purpura de
bromocresol 0.02, agar 15), agar citrato Simmons ([g/L]
citrato de sodio 1, cloruro de sodio 5, sulfato de magnesio
0.2, Fosfato de Amonio dihidrogenado 1, Fosfato de Potasio
dibasico 1, azul de bromotimol 0.08, agar 15). Los agares
fueron preparados y vertidos en los tubos para su posterior
esterilizacion a 121 °C y 1 atm por 15 minutos, excepto el
agar DLX que se esterilizo por choque térmico a 55 °C. Se
dejaron gelificar en posicion inclinada los tubos con Agar
TSI, LIA y Citrato Simmons.
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Con un asa bacteriologica que termina en punta en los tubos
con el medio inclinado se sembraron las bacterias pinchando
el fondo y haciendo un arrastre sobre el pico. En los tubos
con medio asentado se picé en el centro del agar hasta una
profundiad de 1 — 1.5 cm. Se hicieron las observaciones
después de 20 horas de incubacion.

Crecimiento en medio liquido y almacenamiento

Se preapraron los medios liquidos de HS, Lactico y MRS,
se vertieron 9 mL en tubos falcon de 15 mL y se esterilizaron
a 121°C y 1 atm por 15 min. En la campana de flujo laminar
se inocularon los tubos con una colonia aislada de su mismo
medio solido. El sembrado se realizd por duplicado, para
separarlos en distintas gradillas, una se coloc6 dentro de la
incubadora con agitacion a 130 rpm y 35°C, y la segunda en
un horno de cultivo a 35°C, ambas se mantuvieron a estas
condiciones por 48 horas.
Posteriormente con una micropipeta se colocaron 500 pL de
los medios, que tuvieron mejor crecimiento, en tubos
Ependdorf estériles. Se agregaron 700 uL de una solucién
estéril de Glicreol:Agua 1:1. Los tubos se agitaron en vortex
y fueron almacenados a -80 °C.

Extraccion de ADN

Primero se recolectaron las muestras de células. Se
centrifugd 1 mL de cultivo por 2 minutos a 16,000 xg en un
tubo  Eppendorf, posteriormente se descartd el
sobrenandante. Al pellet obtenido se le aplicd protocolo de
de extraccion de ADN gendémico de Promega Wizard®
Genomic DNA Purification Kit A1125 [9]. Se siguid el
protocolo de extraccion para bacterias Gram-Negativas. A
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continuacion, se mencionan los pasos realizados como se
muestra en la Fig. 4:

Gram +
Pellet cells.

l

Gram - Suspend in EDTA.
Pelletcells.  Add Iytic enzymes.

N/

Add Nuclei Lysis
Solution. Incubate at
80°C for 5 minutes,
then add RNase
solution and incubate.

Add Protein
Precipitation
Solution.

Centrifuge.

Transfer supernatant to
new tube containing
isopropanol.

Centrifuge.

Discard supernatant,
Add ethanol.

Centrifuge.

Aspirate ethanol.
Air-dry pellet,
Rehydrate DNA.

Ayt ad o ad -

Fig. 4 Diagrama del protocolo del Promega Wizard® Genomic
DNA Purification Kit A1125 para extraccion de ADN gendmico
para bacterias Gram negativas [9].

Finalmente, se corroboro la extraccion de ADN de cada una
de las 4 cepas con una electroforesis en un gel de agarosa a
2% con un voltaje de 110 V.

Amplificacion del 16S

Se amplifico el gen del 16S ARNr por la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de las cuatro
muestras de ADN bacteriano aislados. Con el siguiente
protocolo de reaccién para el producto de PCR en un
volumen final de 25 pL (12.5 pL de MasterMix (GoTaq®
Green), 1 pL del oligonucledtido sentido delantero, 1 pL del
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oligonucleotido sentido reverso, 5.5 uL ). Protocolo de PCR
fue el siguiente: 95 °C x 5 min, 30x (95 °C x 40 seg, 52 °C x
40 seg, 72 °C x 1 min 30 seg), tiempo final de extension a 72
°C x 5 min.

Perfil de restriccion a partir del gen 16S ARNr

Se realiz6 una reaccion de digestion del ADN del producto
de PCR del 16S ARNr con la enzima de restriccion Mspl con
las siguientes volimenes de reactivos: 1 pL buffer de
reaccion de la enzima Mspl, 1 uL de la enzima Mspl, 2.5 uL
del producto de PCR de 16S ARNry 10 pL de Agua libre de
nucleasas. Con un tiempo de incubacion de 2 horas a 37

°C, el perfil de restriccion se corroboré con una
electroforesis en un gel de agarosa al 2.5% con un voltaje de
100 V durante 1 hora 15 minutos, con un marcador de peso
molecular (MPM) [GeneRuler 1 Kb DNA Ladder].

Resultados y Discusion

Cabe destacar que el cultivo de SCOBY en suero de leche
no fue manipulado en condiciones de esterilidad durante su
proceso de adaptacion, lo cual se debe tomar en cuenta para
los resultados obtenidos.

Aislamiento y morfologia de las colonias

De los tres medios de cultivo utilizados (HS, Lactico y
MRS) se observaron las morfologias de las colonias
completamente aisladas. Estas colonias se catalogaron de
acuerdo a su medio de cultivo como: H (HS), L (Lactico) y
M (MRS); y por sumorfologia observada: O, U, Xy Y. Como
se muestran en la Fig. 5.

Fig. 5 a) Cepa X. Colonia puntiforme blanca con halo transparente,
muy pequefia, de borde ondulado, plana, superficie lisa mate seca.
b) Cepa U. Colonia circular crema transparente, pequefia, de borde
entero, plana, superficie lisa brillante cremosa. ¢) Cepa Q. Colonia
circular crema, mediana, de borde entero, convexa, superficie lisa
brillante cremosa. d) Cepa Y. Colonia circular amarillo crema,
mediana-grande, de borde liso, convexa, superficie lisa brillante
cremosa.
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Tabla 1 Resultados de las pruebas bioquimicas de acuerdo a la hoja de especificaciones de cada medio.
MIO LIA
Codigo - Ornitina Descarboxilacién de Desaminacion de TS1 Catalasa
Movilidad descarboxil. Indol Lisina Lisina
HQ - + - + - K/K -
HU - - = 1 = K/A -
HX - + - - - K/K -
HY +* + = - K/K +
LU - - - - K/A -
LY - 4 - - - K/K -
LY + + - + - K/K +
MO - I = I - K/K -
MU - - - + - K/K -
MX - 4 - - - K/K -
MY + + - + - K/K +
Tabla 2 Morfologia y resultados de la tincion de Gram de las cepas
Morfologia celular aisladas.

Después de realizarle las tinciones a las colonias aisladas
se observé en el microscopio lo que se mustra en la Fig. 6:

Fig. 6 a) Tincién de gram de la colonia Q. b) tincién de gram de la
colonia Y. ¢) Tincién de gram de la colonia X. d) Tincién de gram
de la colonia U.

En la Tabla 2 se presentan las morfologias observadas en las
cepas Q, U, X v Y, segun su medio de cultivo.

Los resultados de la tincion de Gram fueron negativos para
las cuatro cepas en los tres medios. Al ser aisladas de un
medio de cultivo como el suero de leche, se esperaba
encontrar bacterias acido-lacticas (BAL) y acido-acéticas
(BAA), que generalmente son Gram positivas. Por lo que se
esperaba que al menos una de las cuatro cepas aisladas fuese
positiva en la tincion.
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Codigo Morfologia Tincion de Gram
HQ Bacilos =
HU Bacilos -
HX Cocobacilos -
HY Cocobacilos -
LU Bacilos -
LX Cocobacilos -
LY Cocobacilos -
MO Bacilos -
MU Bacilos -
MX Cocobacilos -
MY Cocobacilos -

Pruebas bioquimicas

Depués del periodo de crecimiento se consiguieron los
resultados de acuerdo con el crecimiento de colonias y viraje
del medio que se presentan en la jError! No se encuentra
el origen de la referencia.. Todas las cepas dieron negativo
en las pruebas de XLD (Enterobacterias patdgenas) y Citrato
de Simmons (Citrato permeasa).
A continuacion, se presenta el analisis/interpretacion de los
resultados de las pruebas bioquimicas:
La cepa Y tiene una mayor cantidad de diferencias con
respecto a las demas. Es la unica que presenta movilidad, lo
que indica que puede ser un organismo flagelado; y también
cuenta con la enzima catalasa, que le otorga resistencia
contra los radicales libres del Peroxido de Hidrogeno.
La cepa U es la unica presente capaz de fermentar la glucosa.
La cepa X no tiene la capacidad de descarboxilar la lisina a
diferencia de las demas.
Los resultados de la prueba de Citrato de Simmons indican
que las bacterias no pueden utilizar al Citrato de Sodio como
unica fuente de carbono y/o al Fosfato Monoamodnico como
su Unica fuente de nitrogeno. El resultado de esta prueba
indica que posiblemente no cuenten con una o ambas las
enzimas especiales para llevar a cabo estos metabolismos
Al igual pasa con la desaminacion de la Lisina, que
aparentemente no tienen la capacidad de extraer los grupos
amino de la Lisina. Y como resultado de la prueba Indol,
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ninguna lleva a cabo el proceso para producir Indol. Se
confirma que ninguna cepa aislada tiene estas enzimas.
Para finalizar, las cepas no resultaron ser bacterias
enteropatdgenas, ya que ninguna realizé cambios en el medio
DLX.
Con los resultados obtenidos, no se puede llevar a acabo una
caracterizacion de las cepas para conocer su familia, género
y/o especie debido a que no fueron las suficientes pruebas
realizadas. Sin embargo, estos resultados ayudaron a conocer
aspectos del metabolismo de las cepas aisladas.
Amplificacion del gen 16S ARNr

Se realiz6 la amplificacion del gen 16S RNATr en las cuatro
cepas de estudio, se encontraron los fragmentos del tamafio
esperado de 1495 pb como se muestra en la Fig. 7.

1500 Kb

Fig. 7 Columna MPM, (MPM GeneRuler 1 Kb DNA Ladder)
Referencia en el fragmento de 1,500 Kb. Columnas Q,
amplificacion del gen 16S cepa Q. Columna U, amplificacion del
gen 16S cepa U. Columna X, amplificacion del gen 16S cepa X.
Columna Y, amplificacion del gen 16S cepa Y.

Perfil de restriccion a partir del gen 16S ARNr

Se generaron perfiles de restriccion a partir del producrto
de PCR del gen 16S ARNTr para las cepas U, X'y ¥, como se
muestra en la Fig. 8. La digestion se realizon con la enzima
Mspl que tiene el sitio de reconocimento en 5° — C|CGG —
3’,3’ -~ GGC|C-5". Con lo cudl se gener6 un perfil tinico en
las cepas U, Xy Y. En la cepa Q no se logré amplificar
suficiente material del gen 16S ARNTr.
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Fig. 8 Columna MPM. (MPM GeneRuler 1 Kb DNA Ladder)
Marcas de referencia en los fragmentos de 1500 Kb, 500 Kb y 200
Kb. Columna Q, perfil de digestion del gen 16S de la cepa Q.
Columna U, perfil de digestion del gen 16S de la cepa U. Columna
X, perfil de digestion del gen 16S de la cepa X. Columna Y, perfil
de digestion del gen 16S de la cepa Y.

Se puede observar que el perfil de digestion enzimatica es
distinto en cada columna, lo que indica que las bacterias
aisladas son diferentes entre si.

Los fragmentos de digestion de los productos de PCR del gen
16S ARNr que se encuentra por encima de las 500 Kb y 200
Kb de las cepas U y X indica que estas se encuentran en
géneros parcialmente relacionados

En la cepa U se pueden observar que el fragmento superior
se encuentra alrededor de las 1200 Kb y el inferior cerca de
las 250 kB. Estos resultados de la digestion son indicativos
de que la seccion de corte del gen 16S ARNr son
posiblemente complementarios

Conclusiones, perspectivas y recomendaciones

El trabajo del aislamiento permitié explorar por primera
vez la microbiota del consorcio bacteriano presente en los
cultivos de suero de leche de estudio en el IDIT. En este
intento se determino la presencia de cuatro cepas bacterianas.
Apartir de los medios de cultivo HS y MRS se observo que
favorecen al crecimiento de bacterias Gram negativas de una
manera menos restrictiva que el Agar Lactico, ya que a en
este medio solo se obtuvo el crecimineto de tres de las cuatro
cepas.

Con los resultados de la digestion enzimatica del gen 16S
ARNTr corroboraron que las cepas aisladas son distintas. A su
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vez esta digestion nos presenta una posible relacion entre las
cepas Uy X.

La caracterizacion por medio de las pruebas bioquimicas
tuvo complicaciones en cuanto a la lectura de los resultados.
A su vez, se recomienda utilizar las pruebas API para tener
una mayor cantidad de resultados a comparar y asi poder
entender mejor su metabolismo.

El factor de que la preparacion del cultivo del SCOBY en
suero de leche no fuese en un ambiente de esterilidad es el
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