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Resumen

La industria biocosmética deriva de la cosmética tradicional, y busca resolver algunas de
las problemaéticas asociadas a la misma, como el uso de ingredientes quimicos o el uso
ineficiente de recursos. La biocosmética es una industria en pleno crecimiento en la que
distintas marcas cosméticas han enfocado el desarrollo de nuevos productos y
formulaciones.

Distintas plantas han mostrado propiedades beneficiosas para la salud humana, entre ellas
la Stevia rebaudiana (stevia). Por otra parte, lo mismo sucede con la kombucha obtenida
de la fermentacion de té por parte de un SCOBY, por sus siglas en inglés (Symbiotic
Culture of Bacteria and Yeast). Tanto la stevia como la kombucha son fuentes de
compuestos como polifenoles, saponinas, flavonoides, vitaminas, compuestos
triterpénicos, entre otros. A estas sustancias se les atribuyen propiedades de interés, como
lo son la capacidad antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana, entre otras.

En este marco, y con el objetivo de desarrollar nuevos ingredientes para formulaciones
biocosmeéticas, se disefid una estrategia para la extraccion de polifenoles y saponinas de
stevia, asi como el cultivo de kombucha. Se llevaron a cabo cuatro métodos de extraccion,
utilizando dos mezclas de solventes y dos condiciones de incubacion. Los solventes
utilizados fueron agua, glicerol y etanol, mientras que las condiciones de incubacion
variaron en su duracion y la temperatura utilizada. Todos los métodos de extraccion
fueron eficaces, siendo el mejor el método que empled agua, etanol y glicerol a una
temperatura de 45 °C durante 4 horas. Ademas, se evalud el efecto de la sonicacién de las
muestras, este paso no beneficid la extraccion de estas sustancias. Por otro lado, se
realizaron cultivos de kombucha a partir de infusiones de té blanco y de té blanco con
stevia.

Se llevo a cabo una caracterizacion de las muestras obtenidas, realizando distintas
técnicas, como test afrosimétrico, cuantificacion de polifenoles, analisis del espectro de
absorcién UV-Vis y cuantificacion de saponinas. Los resultados obtenidos posicionaron
a las muestras de stevia extraida con agua, glicerol y etanol a 45 °C, y kombucha a partir
de té blanco y stevia como las mas prometedoras dado que son las mas ricas en polifenoles
y saponinas. Posteriormente se analizd la capacidad bioactiva de las muestras
cuantificando tanto la actividad antioxidante como antimicrobiana de las mismas. Todas
las muestras presentaron actividad antioxidante, siendo esta mayor en las muestras de
stevia. Por otra parte, las muestras no mostraron actividad antimicrobiana.

Se realizo también la caracterizacion de la poblacion microbiana del SCOBY mediante la
secuenciacion de regiones codificantes para ARNr 16s y regiones ITS, identificandose 10
especies bacterianas y 3 especies de levaduras.



Los resultados muestran el gran potencial de estos compuestos para Su UsSO en
biocosmética y sientan las bases para futuras investigaciones en las que se trabaje con
extractos botanicos.
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ATCC Coleccion Americana de Cultivos Tipo, del inglés American Type

Culture Collection;

BLASTnN herramienta basica de busqueda de alineacién local de nucleétidos, del
inglés nucleotid Basic Local Alignment Search Tool;
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CTAB bromuro de hexadeciltrimetilamonio, del inglés Cetyltrimethyl ammonium
bromide;

EtOH etanol;

fig figura;
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GAE equivalentes de acido gélico, del inglés Gallic Acid Equivalents;

Glic glicerol;

GMP buenas practicas de manufactura, del inglés Good Manufacturing
Practices;

hs horas;



IBD Instituto de Biodinamica;

ITS espaciador transcrito interno, del inglés Internal Transcribed Spacer;

K muestra de kombucha fermentada a partir de té blanco;

KS muestra de kombucha fermentada a partir de té blanco y Stevia
rebaudiana,;

LB medio de lisogenia, del inglés Lysogenia Broth;

M molar;

m/v masa sobre volumen;

MHA medio Agar Mueller-Hinton;

mL mililitros;

mm milimetros;

mM milimolar;

MRS medio de Man, Rogosa y Sharpe;

NCBI Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica, del inglés National

Center for Biotechnology Information;

nm nanometros;

pb pares de bases;

PCR reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés Polymerase Chain
Reaction;

PDA medio agar de papa y dextrosa, del inglés Potato Dextrose Agar;

pH potencial de hidrégeno;

rpm revoluciones por minuto;



SCOBY

cultivo simbidtico de bacterias y levaduras, del inglés Symbiotic Culture

Of Bacteria and Yeast;

SG4

SG72

horas;

SGE4

4 horas;

SGE72
72 horas;

TAE

TSA

TSB

U

muestra de Stevia rebaudiana extraida con glicerol y agua durante 4 horas;

muestra de Stevia rebaudiana extraida con glicerol y agua durante 72

muestra de Stevia rebaudiana extraida con glicerol, agua y etanol durante

muestra de Stevia rebaudiana extraida con glicerol, agua y etanol durante

solucion buffer de Tris, acetato y EDTA,;
medio agar de triptona y soja, del inglés Tryptone Soy Agar;
medio para caldo de triptona y soja, del inglés Tryptone Soy Broth;

actividad enzimética, cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1

KM de producto por minuto;

ufc

USP

UV-Vis
800 nm;

viv

YPD

unidades formadoras de colonias;
farmacopea de Estados Unidos, del inglés United States Pharmacopeia;

ultravioleta-visible, rango de luz que abarca longitudes de onda de 200 a

volumen sobre volumen;

medio de extracto de levadura, peptona y dextrosa, del inglés Yeast

extract, Peptone and Dextrose;

ug

pL

microgramos;

microlitros;



pum

micrémetros.
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1. Introduccidon

1.1. Biocosmética

La biocosmética es una industria basada en el uso de materias primas derivadas de seres
vivos para la formulacién de productos cosméticos, buscando reducir de esta manera el
impacto ambiental que genera la cosmética tradicional. Los biocosméticos, es decir, los
productos biocosméticos se caracterizan por estar formulados en su mayoria por
ingredientes naturales y/o veganos, estos pueden derivar de plantas, hongos, u otros
microorganismos, reemplazando asi el uso de productos basados en fosiles o de sintesis
quimica. Estos productos estan disefiados para uso topico (facial o corporal), oral y/o
capilar, por lo que es de gran importancia que sus ingredientes sean seguros y no
presenten toxicidad (1).

Los productos de origen natural han tomado gran relevancia en el mercado de la industria
cosmética actual. Existe una tendencia creciente por parte de los consumidores al uso de
estos productos debido a la calidad y eficacia de los ingredientes utilizados para su
formulacién. La creciente demanda por productos de origen vegetal o natural se ve
enmarcada en un contexto social que cada vez se ve mas comprometido con la
preservacion del ambiente y el desarrollo sostenible. Por este motivo, los biocosmeticos
representan una gran opcién de cuidado personal, que cuida y respeta al planeta durante
todo su proceso (2).

Dentro de la industria de la cosmética, la biocosmética aun representa una parte
minoritaria del mercado (7200 millones de ddlares en 2022) en comparacién con la de
cosméticos tradicionales (262.200 millones de dolares en 2022), sin embargo, existen
estudios de mercado que confirman una tendencia al crecimiento de la cosmética natural,
proyectando un aumento del 15% en los préximos afos, contra el 5% de crecimiento de
otros productos convencionales de cuidado personal (2).

Los productos de cosmética natural deben cumplir ciertos requisitos para poder ser
certificados como tales. ECOCERT, una empresa fundada en Francia en 1991, se encarga
de desarrollar operaciones de control y certificacion, otorgando dos tipos de certificados
para productos cosméticos: "Cosmético Natural”, y "Cosmético Natural y Ecolégico” (2).

En primer lugar, en un Cosmético Natural al menos el 95% del total de los ingredientes,
incluyendo el agua, deben ser naturales o de origen natural. EI 5% restante como maximo
puede estar compuesto por ingredientes de sintesis, pero estos deben pertenecer a una lista
restringida que incluye ciertos conservantes y sustancias auxiliares. Como minimo, el 5%
del total de los ingredientes debe proceder de la agricultura biologica, que a su vez
representa al menos el 50% de los ingredientes de origen vegetal (2). Mientras que en un
Cosmético Natural y Ecoldgico al menos el 95% del total de los ingredientes debe ser
natural o de origen natural. EI 5% restante como maximo puede consistir en ingredientes
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de sintesis, siempre que estén en la lista restringida. Como minimo, el 10% del total de
los ingredientes debe proceder de la agricultura bioldgica, que debe representar al menos
el 95% de los ingredientes de origen vegetal (2).

La certificacion "Cosmético Natural y Ecoldgico™ es mas estricta y requiere que una
mayor proporcion de ingredientes provenga de la agricultura biolégica. Ambas
certificaciones destacan la importancia de utilizar ingredientes naturales y minimizar el
uso de sustancias sintéticas en los productos cosméticos (2).

Por otra parte, ECOCERT también controla y certifica a los productores. Existe un
estricto control de las buenas précticas de manufactura (GMP), siguiendo y controlando
ademas tanto los procesos productivos, como la obtencién y almacenamiento de las
materias primas (3). En Latinoamérica existe el Instituto Biodindmica (IBD), con sede en
Brasil, es un organismo que también otorga certificados. Posee una normativa de
certificacion para el Mercosur, la misma sigue las normas mas avanzadas del exterior para
productos cosmeéticos (3).

El mercado de la biocosmética estd en una etapa de gran crecimiento, un articulo
publicado por BBC Research estimo que el tamafio de mercado de productos cosméticos
de base bioldgica alcanz6 unos 7.2 billones de délares, estimando una tasa de crecimiento
anual de 7%, alcanzando en 2027 valores cercanos a 10.5 billones de délares. En el mismo
articulo se mencionan algunas empresas que integran este rubro, entre las que se
encuentran L oreal S.A., Sephora USA Inc., Unilever, entre otras (4). Actualmente dichas
empresas cuentan con distintos productos biocosméticos certificados en el mercado.

1.2. Glicerol como solvente de extraccion

La revalorizacion de subproductos de distintas industrias puede aportar un valor agregado
a un producto en desarrollo. Un enfoque de economia circular y de reaprovechamiento
del glicerol, que es un producto secundario de la industria del biodiesel, genera la
oportunidad de integrar este compuesto a la cadena productiva, para de esta manera, crear
productos limpios y amigables con el medio ambiente.

Por cada 10 toneladas de biodiesel, se genera aproximadamente 1 tonelada de glicerol
crudo. Cabe destacar que este glicerol crudo contiene impurezas como agua, metanol,
catalizadores, sales inorganicas, acidos grasos libres y residuos, sin embargo, puede ser
de utilidad para la produccion de biocosméticos, siempre y cuando cumpla con las
especificaciones (5).

Actualmente, el glicerol representa una alternativa eficaz para la extraccion de
compuestos tales como los polifenoles. Se conoce que solventes alcohdlicos como el
etanol y el metanol son ampliamente utilizados para este tipo de extracciones. Sin
embargo, la naturaleza no toxica y su alta eficiencia de extraccion lo posicionan como
una interesante opcion para la obtencion de extractos bioactivos (6).
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1.3. Extractos vegetales de Stevia rebaudiana

Hoy en dia se observa un incremento en la demanda de plantas medicinales, impulsado
por la creciente evidencia cientifica que respalda los beneficios para la salud derivados
de los extractos y los compuestos fitoquimicos obtenidos de las plantas (7).

Una gran variedad de plantas fueron utilizadas a lo largo de la historia por sus distintas
propiedades, entre ellas la Stevia rebaudiana, llamada también en este trabajo como
“stevia’. Esta planta se ha utilizado como endulzante natural debido a su sabor, sin
embargo, también se le atribuyen propiedades medicinales, utilizandose como agente
terapéutico frente a patologias como diabetes, hipertension, obesidad, candidiasis, entre
otros (7). En los extractos de hojas de stevia se pueden encontrar distintos compuestos
con diferentes propiedades, siendo la capacidad antioxidante un punto importante a
evaluar (8). Distintos estudios relacionan la actividad antioxidante a la accion de
compuestos fenolicos presentes en los extractos de stevia (7).

En la investigacion de Myint et al. 2020 se logro caracterizar los compuestos fenolicos
presentes en extractos de hojas de stevia (tabla 1), entre ellos se encuentran el acido
cafeico, acido gélico, pirogalol, acido cumarico, entre otros. Ademas, ensayaron distintos
métodos de extraccion utilizando distintos solventes, la mayoria de las extracciones
fueron realizados con agua, etanol y metanol (9).

Tabla 1. Polifenoles caracterizados en extractos de Stevia rebaudiana por Myint et al.
2020 (9).

Nombre Estructura quimica  Formula quimica
Acido cafeico HOD/QOL CoHgO4
=T oH
HO
Acido galico o C7HsOs
‘ =
HO™ 7 oM

Pirogalol " o CeHeOs3
Acido cumarico 0 CoHsOs
Oy
HO

1.4. Kombucha y su utilizacion como postbidtico

La kombucha es una bebida refrescante originaria de China. Los primeros registros de su
consumo datan del afio 220 a.c. en la region de Manchuria. Esta bebida puede ser
catalogada como analcohdlica, ya que posee un contenido de etanol bajo (0.5%
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aproximadamente). Tradicionalmente se produce a partir de infusiones de té negro
azucaradas con sacarosa, que son fermentadas por un conjunto simbi6tico de bacterias y
levaduras Ilamado SCOBY, por sus siglas en inglés (Symbiotic Culture of Bacteria and
Yeast), este consorcio puede estar formado por especies de distintos géneros entre los que
se encuentran Acetobacter, Saccharomyces, Gluconobacter, entre otros (10, 11).

Un cultivo tipico de kombucha esta formado por dos partes: una fase liquida y una fase
solida (figura 1). La primera esta constituida por la infusion de té, en la que se pueden
encontrar los microorganismos fermentativos, ademéas de sus metabolitos y otros
componentes como el azlcar agregado. Por otra parte, la fase sélida es generada por
algunos microorganismos que componen el SCOBY, y esta formada por fibras celul6sicas
que le dan una apariencia caracteristica (12). La kombucha es considerada una bebida
refrescante, con un sabor &cido, similar al de una sidra, pero con menor contenido
alcohdlico. El sabor viene dado por la generacién de acido lactico y otros metabolitos por
parte de los distintos microorganismos que componen el SCOBY (12).

De manera similar a como sucede con el kéfir de la leche, la poblacién del consorcio de
kombucha no puede ser descrita con exactitud, ya que es variable entre los cultivos. Uno
de los reportes mas claros en los que se describe la composicion del cultivo starter de
kombucha es de Hesseltine en 1965. En ese ensayo él aislo un Acetobacter sp. (NRRL B-
2357) y 2 levaduras (NRRL YB-4810, NRRL YB-4882) de una muestra de kombucha
(12).

Y
‘Ko mb ucha.
Compuestos quimicos: vitaminas,
minerales, acido lactico, acido

acético, acido gluconico, DSL,
etanol, diéxido de car_bono.

Figura 1 Frasco de cultivo clasico de kombucha (13). En la superficie se aprecia el SCOBY por encima de
la infusion de té.

En la actualidad, el consumo de kombucha se ha expandido globalmente principalmente
por sus propiedades benéficas para la salud que lo posicionan como un alimento
funcional. Las principales propiedades adjudicadas a la kombucha son la prevencion de
enfermedades neurodegenerativas, reduccion de presion arterial, actividad antioxidante,
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efectos hipoglucémicos, actividad anticancer y de detoxificacion (14). Estas propiedades
vienen dadas por la naturaleza de los metabolitos generados por el SCOBY, entre lo que
se destacan polifenoles, &cidos orgéanicos y vitaminas (10). La poblacion que conforma el
SCOBY es un factor clave para la determinacion de las propiedades de la kombucha que
se genera, dado gque los metabolitos generados dependen directamente de esta. Ademas,
el desarrollo del cultivo puede variar en gran medida dependiendo de distintas variables
importantes como la temperatura, pH, oxigeno disuelto, tipo de azlcar que se agregue,
tiempo de fermentacion y la forma del recipiente (10). Este ultimo parametro ha sido de
gran interés para los investigadores, ya que de él depende la superficie que esta en
contacto con el aire. Esto puede generar variaciones en las proporciones del consorcio, ya
que, por ejemplo, las bacterias acido acéticas son estrictamente aerobias (10).

Los ingredientes de origen botanico han sido empleados en el cuidado de la piel a lo largo
de milenios debido a su accesibilidad y a la variedad de compuestos con propiedades
bioldgicas que poseen (15). Una investigacion reciente apunta al uso de nuevos sustratos
para la produccién de kombucha, basados en las diferentes propiedades que tienen
botanicos distintos al té (16). Los resultados obtenidos son alentadores, ya que se
obtuvieron productos con caracteristicas de gran interés para su aplicacién en cosméticos,
como por ejemplo un aumento en el nivel de hidratacion de la piel, un efecto positivo en
el pH de la piel, aumento en la viabilidad y el metabolismo de las células de la piel, como
los fibroblastos y los queratinocitos (16). Por otra parte, investigadores han reportado que
la kombucha producida a partir de té blanco posee la mayor cantidad de compuestos
bioactivos con capacidad antioxidante (11).

Se ha reportado actividad antibacteriana por parte de la kombucha. Los investigadores
reportaron la presencia de saponinas y flavonoides, moléculas que tienen propiedades
antimicrobianas (17). Kombucha producida a partir de pifia como sustrato fue evaluada
como agente antimicrobiano, dando como resultado la inhibicion de crecimiento de
bacterias Gram positivo y Gram negativo (17).

Por otra parte, también se vio inhibida la actividad de enzimas como la colagenasa y
elastasa, que estan relacionadas con el envejecimiento celular y la formacion de arrugas
en la piel, lo que es de gran interés para la industria cosmética (16, 18). En adicién, la
kombucha mostro efectos prebioticos, es decir, que aportd beneficios a la microbiota
natural de la piel. Esto es de vital importancia para el mantenimiento de un microbioma
saludable de la piel, y representa una herramienta el tratamiento de algunas patologias
asociadas a desbalances en la misma, como por ejemplo la dermatitis atopica (19). Estas
caracteristicas de la kombucha, sumadas a que son producto de un proceso de
fermentacion, la vuelven un postbidtico, lo que le afiade un valor agregado para ser
utilizada como un componente bioactivo en formulaciones de biocosméticos (20).

18



1.5. Caracterizacion molecular de microorganismos eucariotas y
procariotas por secuenciacion de regiones ITS y regiones codificantes
para ARNr 16S

En el afio 2003, Hebert et al. propusieron el concepto de "codigo de barras del ADN" con
el objetivo de generar una herramienta confiable y estandarizada para la identificacion de
microorganismos, sea cual sea su entorno y naturaleza. Esta técnica fue pensada para
aplicacion en estudios relacionados con la biologia evolutiva y ecologia, y esta basada en
la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR por sus siglas en inglés (Polymerase Chain
Reaction) (21). Las regiones candidatas para amplificar deben cumplir distintos requisitos
para poder ser utilizadas con este fin, estas son: A. contener una variabilidad y una
divergencia genética significativa a nivel de especie; B. poseer sitios conservados
adyacentes, que permitan el disefio de primers universales, para su amplificacion por
PCR; y C. tener una longitud adecuada que permita la extraccion y secuenciacién de
forma facil, reproducible y precisa (22). Los ARNr (acidos ribonucleicos ribosomales)
poseen una variabilidad suficiente para permitir la diferenciacion no solo entre
organismos distantes, sino también entre aquellos mas cercanos, lo que facilita la
distincion entre especies, cepas o variedades. Ademas, el ARNr 16S, que tiene un tamafio
relativamente largo de 1500 nucle6tidos, minimiza las fluctuaciones estadisticas y su
estructura secundaria conservada favorece el alineamiento preciso durante la
comparacion de secuencias (23).

El ARNr 16S estd compuesto por nueve regiones (V1-V9) algunas conservadas y otras
hipervariables, estas regiones hipervariables aportan la mayor cantidad de informacion
util para estudios de filogenética y taxonomia (24). Por otro lado, las regiones conservadas
son de gran utilidad para el disefio de primers universales que permiten la amplificacién
de las diversas regiones hipervariables presentes en la mayoria de los ARNr 16S de los
microorganismos que componen una comunidad (24).

El espaciador transcrito interno, o ITS por sus siglas en inglés (Internal Transcribed
Spacer), es un fragmento del genoma llamado ADN espaciador. La amplificacion y
secuenciacion de este fragmento es ampliamente utilizada como codigo de barras para la
identificacion molecular de especies de hongos. Tiene un tamafio aproximado de 600 pb
de ADN, y debido a su variabilidad es utilizado para la generacién de arboles
filogenéticos ademas de para identificacion molecular de especies de hongos (25).

Con el paso del tiempo, ha aumentado el acceso a las distintas tecnologias de
secuenciacion. El gold standard en tecnologias de secuenciacion es el método
desarrollado por Sanger en 1977. Este método se basa en la técnica de PCR, donde se
utilizan los reactivos tradicionales, y ademas se agregan dideoxinucleotidos marcados al
mix de PCR. El agregado de estos dideoxinucledtidos a la hebra copia generan un
truncamiento (26). Los resultados de esta PCR se pueden observar mediante un
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electroferograma obtenido de una electroforesis capilar, donde los fragmentos
amplificados generan distintas sefiales debido a las distintas longitudes, estas sefiales son
reconocidas por un lector, se traducen, y se obtiene asi la secuencia nucleotidica de la
region amplificada. La obtencion de estas secuencias de ADN tiene distintas aplicaciones,
una de ellas puede ser la identificacion del organismo mediante técnicas bioinformaticas.

En la actualidad, la industria de la cosmética esta en busqueda de ingredientes
innovadores que ofrezcan una mayor bioactividad y biodisponibilidad para su utilizacion
en productos cosméticos naturales y organicos. Los biofermentos son precisamente eso,
ingredientes innovadores obtenidos a partir de materias primas naturales, esto sumado a
las propiedades benéficas para la salud que tiene la kombucha, la convierte en un
postbidtico de gran interés. Por otro lado, a partir de stevia también se pueden producir
activos cosméticos que Ilamen la atencion de consumidores conscientes con la
problematica ambiental existente (27).

En este trabajo se proponen una serie de ensayos que permiten extraer compuestos bio
activos y conocer la composicion de los distintos extractos de stevia y de kombucha
obtenida a partir de dos sustratos diferentes. Dado que las muestras vegetales y los
cultivos de kombucha pueden presentar heterogeneidad, la informacién recabada puede
ser util para disefiar formulaciones biocosméticas que busquen la incorporacion de
extractos vegetales y/o postbidticos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Obtencidn y caracterizacion de extractos de Stevia rebaudiana y kombucha, y posterior
evaluacion de las propiedades antimicrobianas y antioxidantes para la formulacion de un
ingrediente biocosmético multifuncional.

2.2. Objetivos especificos

e Obtener extractos de Stevia rebaudiana ricos en saponinas y polifenoles
empleando distintos métodos y condiciones de extraccion.

e Realizar cultivos de kombucha a partir de infusiones preparadas con distintos
sustratos, identificar a los microorganismos presentes en el SCOBY utilizado.

e  Caracterizar las muestras obtenidas evaluando su capacidad antimicrobiana y
antioxidante mediante la realizacidn de distintos ensayos analiticos.

e Disefiar y formular un ingrediente con fines bioactivos a partir de las pruebas
Ilevadas a cabo.
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3. Metodologia

3.1. Materiales
Materiales biologicos:

Alcohol de cereales y glicerol vegetal calidad USP, adquiridos en Drogueria Industrial
Uruguaya. Hojas de Stevia rebaudiana y hojas de té blanco adquiridas en Naturalherbs.

Las cepas A. brasiliensis, C. albicans, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y Salmonella spp,
fueron obtenidas del cepario del laboratorio de Biotecnologia de ORT vy fueron
manipuladas con el nivel de bioseguridad correspondiente.

El SCOBY fue donado de fuentes comerciales.
Materiales quimicos:

Los reactivos generales se obtuvieron de Sigma (Saint Louis, EUA), Dorwill (Argentina)
y Merck (Alemania). Los medios de cultivo para bacterias y levaduras se obtuvieron de
Oxoid (Inglaterra).

Los medios de cultivo utilizados fueron: medio LB, medio MHA, medio MRS, medio
PDA, medio TSA, medio TSB, medio YPD.

Otros reactivos utilizados durante el trabajo fueron: ABTS, buffer CTAB, buffer TAE
10X, buffer Taq, cristal violeta, farmaco comercial Venostasin (escina 50 mg), Geogard,
GoodView, kit comercial de extraccion de ADN Quick-DNA Fungal/Bacterial Kit, lugol,
marcador de peso molecular GeneRuler DNA Ladder Mix, reactivo de Folin-Ciocalteu,
safranina, Spectrastat™, vainillina, acido ascorbico, &cido gélico.

3.2. Obtencion de muestras

Se describe a continuacién la metodologia llevada a cabo para la obtencion de las distintas
muestras utilizadas a lo largo de este trabajo:

3.2.1. Extractos de Stevia rebaudiana

Para realizar la extraccion de los compuestos de interés a partir de stevia, se puso a punto
un protocolo de extraccion, para ello se evaluaron distintas condiciones de incubacion,
asi como distintas mezclas de solventes.

Las mezclas de solventes evaluadas fueron:

1. HO:Glicerol en partes iguales.
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2. HO:Glicerol:EtOH en la siguiente proporcion: 50:30:20.
Ademas, se listan a continuacion las condiciones de extraccion:

1. Sonicacion en bafio de agua durante 15 minutos, y posterior incubacion en
agitador orbital a temperatura ambiente durante 72 horas.

2. Incubacion en bafo termostatizado a 45°C durante 4 horas.

Se partio de hojas secas de stevia, estas fueron procesadas hasta obtener un polvo fino.
Luego, se colocaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL las mezclas de solventes a
evaluar. En cada matraz se colocd 10% m/v del polvo de stevia, se homogeneizo la mezcla
mediante agitacion y se procedio a realizar las condiciones de extraccion mencionadas
anteriormente. Se realizaron triplicados para cada extraccion.

Luego de transcurrido el tiempo de incubacidn, se realiz6 una filtracion de las muestras
utilizando filtro de papel para descartar los restos vegetales.

Las muestras se denominaron segun la mezcla de solventes y su condicién de extraccion
de la siguiente manera: "SG" indica que la extraccion fue realizada con la mezcla de
solventes numero 1, mientras que "SGE" indica que la extraccion fue realizada con la
mezcla de solventes nimero 2. Ademas, se indica la condicidon de extraccion con un
namero, correspondiente al tiempo de incubacion en horas. A modo de ejemplo, la
muestra "SGE72" hace referencia a la extraccion realizada con la mezcla de agua, glicerol
y etanol en proporciones de 50:30:20 respectivamente, que incluy6 un paso de sonicacion
y posterior incubacion en agitador orbital a temperatura ambiente durante 72 horas.

3.2.2. Cultivo de Kombucha

Para obtener la kombucha, se realizaron cultivos a partir de infusiones realizadas con
distintos sustratos, estos fueron los siguientes:

1. Hojas de té blanco (5 g/L).
2. Hojas de té blanco (2,5 g/L) + hojas de stevia (2,5 g/L).

Para la obtencion de la kombucha se siguio la metodologia realizada por Dogan et al.
2022, con modificaciones minimas (14). Para cada sustrato de infusion se realizaron
triplicados. Los cultivos se realizaron en matraces Erlenmeyer estériles, agregando 250
mL de infusion y 10% (m/v) de SCOBY. Luego los matraces fueron incubados a
temperatura ambiente durante 14 dias.

Se realizaron inspecciones visuales cada 48 horas con el objetivo de controlar posibles
contaminaciones de los cultivos.
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Una vez transcurridos los 14 dias de incubacion, se retir6 el SCOBY de cada matraz y se
procedid a filtrar la kombucha obtenida. En primer lugar, se utilizaron filtros de papel, y
luego membranas de 0.45 pum con el objetivo de eliminar la biomasa restante.

Las muestras obtenidas fueron denominadas "K" y "KS", segun el sustrato que se utilizd
para obtener cada una. En primer lugar, K" hace referencia a las muestras de kombucha
obtenidas utilizando Unicamente té blanco como sustrato de la infusion, mientras que
“KS" hace referencia a las muestras de kombucha obtenidas utilizando té blanco y Stevia
rebaudiana como sustrato de la infusion.

3.3. Caracterizacion de muestras obtenidas

Una vez obtenidas las muestras, se propuso realizar una caracterizacion de estas, con el
objetivo de conocer su composicion. Para ello se realizaron distintos ensayos, que aportan
informacion relevante sobre cada muestra.

En primera instancia se realizaron pruebas a modo de screenings. Estos screenings, o
pruebas preliminares, son ensayos sencillos, y son de gran utilidad para obtener
informacidn sobre la presencia de compuestos de interés en las muestras obtenidas.

A continuacion, se desarrollan los ensayos llevados a cabo para caracterizar las muestras.
3.3.1. Test afrosimétrico

Con el objetivo de evaluar la capacidad de las muestras de generar espuma, se realizaron
diluciones 1 en 3 de cada una con agua, ya que el etanol influye negativamente en la
formacion de espuma persistente. Se colocaron en tubos de ensayo, se agitaron
vigorosamente durante 15 segundos y se registro la altura a tiempo 0, 2, 10 y 20 minutos.
Los resultados se consideran positivos si una vez transcurridos 10 minutos luego de
realizada la agitacion, la espuma generada persiste (28, 29).

3.3.2. Medicion de espectros de absorcion UV-VIS

Se realizaron mediciones del espectro de absorcion de las muestras en el rango de
longitudes de onda de 200 a 750 nm, utilizando un espectrofotémetro Shimadzu UVmini
1240 y celdas de cuarzo. Ademas de las muestras, se midio el espectro de absorcion de
algunos compuestos tales como escina (saponina) y acido galico (polifenol), para contar
con una referencia de los picos de absorcion que tienen los mismos.

3.3.3. Cuantificacion de saponinas

Para realizar la cuantificacion de saponinas presentes en las muestras se llevo a cabo el
método de vainillina-sulfarico descrito por Le et al. 2018 (30). Se utiliz6 escina como
saponina estandar, realizando tres curvas de calibracion utilizando como solvente a las
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matrices con las que se extrajeron las muestras (para evaluar las muestras de kombucha
se realizo la curva de calibracién haciendo diluciones en agua). Cada curva abarco el
rango de 0.2 a 1.8 mg/mL de escina.

Para esta prueba se prepararon las muestras a analizar por triplicado en tubos de ensayo
con tapa a rosca. Utilizando una campana de extraccién se colocaron en cada tubo 2,5 mL
de ac. sulfarico 72% (v/v), 250 pL de vainillina 8% (m/v) en etanol, y 250 pL de muestra.
Los tubos fueron incubados en bafio termostatizado a 60 °C durante 15 minutos y luego
se procedié a sembrar 200 pL de cada muestra en una placa de 96 pocillos. Se midio
absorbancia a 560 nm utilizando un lector de placas Multiskan FC de Thermo Scientific.
Los resultados obtenidos se procesaron mediante el software GraphPad Prism 8.0.2, los
puntos de las curvas de calibracion fueron ajustados a rectas, en cada una se interpolaron
los valores de absorbancia registrados para las muestras correspondientes.

Cabe destacar que se utilizé un farmaco comercial en formato de capsulas que contienen
50 mg de escina, no se observaron interferencias de los posibles excipientes que pueden
encontrarse en las capsulas.

3.3.4. Cuantificacion de polifenoles

Los polifenoles, al igual que las saponinas, son las moléculas de mayor interés en este
trabajo. Por lo tanto, al igual que para saponinas, se propuso llevar a cabo un ensayo
colorimétrico para poder cuantificar los niveles de polifenoles en las muestras obtenidas.
El método que utiliza el reactivo de Folin-Ciocalteu es un método extendido utilizado
para la cuantificacion de polifenoles (31).

Se llevo a cabo este ensayo siguiendo el protocolo realizado por Smolskait et al. 2015,
con leves modificaciones (31). Para la realizacion de la curva estandar se utilizd acido
galico en agua en el rango de 0,025 a 0,3125 mg/mL.

Se utilizé una placa de 96 pocillos, sembrando en cada pocillo 10 pL de muestra, 100 puL
del reactivo de Folin-Ciocalteu 10% (v/v) y 80 uL de Na.CO3 1 M. Luego se agité la
placa y se incubd en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos. Finalmente
se registro la absorbancia a 765 nm del producto coloreado obtenido utilizando un lector
de placas TECAN Infinite M200 PRO. Para cada muestra, asi como para cada punto de la
curva de calibracion se realizaron triplicados.

Los valores de absorbancia obtenidos fueron procesados en el software GraphPad Prism
8.0.2, ajustando a una recta los valores obtenidos para los puntos de la curva de
calibracion realizada, en la misma se interpolaron los valores de absorbancia obtenidos
para cada muestra, expresando los datos como mililitros de GAE (equivalentes de acido
galico) por gramo de muestra.
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3.3.5. Evaluacién de capacidad antioxidante

Se utilizd el método de ABTS (acido 2,2'-acino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico))
para medir la actividad antioxidante de las muestras. Se siguio el protocolo realizado por
Miller et al. 1993, con adaptaciones para poder ser realizado en placa de 96 pocillos (32).
Como estandar se utilizd acido ascorbico, en un rango de concentraciones de 25 a 225
pg/mL.

Se prepar0 la forma de radical libre del ABTS 14 horas antes de la medicion. Para ello se
prepar6 una solucion 7 mM de ABTS con 2,45 mM de amonio persulfato en agua. Pasado
el tiempo de incubacion se realizé una dilucion en etanol hasta obtener una absorbancia
a 734 nm de 0.7 £ 0,025. Se utilizé una placa de 96 pocillos, sembrando en cada uno 3
pL de muestray 300 uL de ABTS en forma de radical libre. Se realizé una incubacién de
5 minutos en oscuridad a temperatura ambiente y finalmente se registré la absorbancia a
734 nm del producto coloreado obtenido utilizando un lector de placas TECAN Infinite
M200 PRO.

El ensayo se realizo por triplicado. Los resultados obtenidos fueron procesados con el
software GraphPad Prism 8.0.2. En el mismo se ajustaron los valores de absorbancia
obtenidos para cada punto de las curvas a una recta, y se interpolaron los valores de cada
muestra en la curva correspondiente para cada caso, expresando los resultados como
miligramos de equivalentes de &cido ascorbico por gramo de muestra.

3.4. Caracterizacion de cultivo starter

Con el objetivo de conocer qué organismos conforman el SCOBY, se realiz6 una
caracterizacion de este mediante técnicas microbioldgicas y moleculares.

3.4.1. Procesamiento de SCOBY

En primer lugar, se procesaron 30 gramos del cultivo starter adicionando 20 mL de
kombucha utilizando un Stomacher BagMixer Interscience de 400cc. Este equipo
disgrega el SCOBY mecéanicamente, de esta manera se logra obtener las bacterias y
levaduras que lo conforman de manera libre en la solucion.

3.4.2. Cultivo de SCOBY procesado en medio sélido

En condiciones de esterilidad, utilizando un rastrillo se sembraron 100 pL de diluciones
1/1x10%, 1/x107°, 1/x10°, 1/1x107" y 1/1x10°® del SCOBY procesado en placas de Petri.
Se utiliz6 medio YPD para levaduras, TSA para bacterias y MRS para bacterias acido
lacticas.
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Las placas de cada dilucion se incubaron en estufa a 37°C durante 48 hs. Las placas con
medio MRS fueron colocadas en una cdmara de microaerofilia para poder alcanzar un
bajo nivel de oxigeno.

3.4.3. Identificacion macroscépica y aislamiento de colonias

Luego de finalizada la incubacion, se procedio a realizar una observacion macroscopica
de las colonias obtenidas para cada dilucion. Se identificaron aquellas que presentaron la
misma morfologia tales como color, textura y forma.

Aquellas colonias de bacterias y levaduras que presentaron distinta morfologia fueron
aisladas en placas de Petri conteniendo el medio de cultivo correspondiente para cada
caso. Paraello, en cabina de flujo laminar y utilizando un ansa estéril, se pic6 cada colonia
seleccionada y se sembré en una nueva placa para obtener de esta manera cultivos puros.

Las placas de los cultivos puros de cada microorganismo fueron incubadas en estufa a
37°C durante 48 hs.

3.4.4. Tincién de Gram y pruebas bioquimicas de colonias aisladas

En primer lugar, se llevd a cabo una tincion de Gram de cada cultivo puro de bacterias.
Para ello se siguié un protocolo de tincion de Gram, que utiliza cristal violeta para tefiir
las bacterias, lugol para fijar el colorante, y safranina como colorante de contraste. Para
poder determinar la clasificacion de cada bacteria analizada, se utilizd6 un microscopio
Optico, una coloracion violeta purpura evidencia un resultado de Gram Positivo, mientras
que una coloracion rosa evidencia un resultado de Gram negativo.

Por otra parte, se analiz6 la expresién o no expresion de dos enzimas por parte de las
bacterias, lo que también permite su clasificacién, estas fueron la enzima catalasa y
enzima oxidasa. Para evaluar si la bateria expresa la enzima catalasa por parte de las
bacterias se utilizé peroxido de hidrogeno (H202) de 10 volimenes, que en contacto con
esta enzima genera una reaccién que produce burbujas. Para realizar la prueba se colocd
una gota de H>O> en un portaobjetos, luego con un ansa se tomo una colonia bacteriana y
se la puso en contacto con el peroxido de hidrégeno, la aparicion de burbujas indica un
resultado positivo, mientras que la ausencia de burbujas indica un resultado negativo. Por
otro lado, para estudiar si la bateria expresa la enzima oxidasa se llevé a cabo un
procedimiento similar al descrito para la enzima catalasa. En este caso se utilizé un
reactivo que en contacto con la enzima oxidasa genera un producto coloreado, el
procedimiento constd en colocar un trozo de papel sobre un portaobjetos y colocar una
gota del reactivo, luego con un ansa se tomé una colonia bacteriana y se la puso en
contacto con el reactivo, la generacion de una mancha de color azul indica un resultado
positivo para la presencia de la enzima oxidasa, la ausencia de color indica un resultado
negativo.
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3.4.5. Caracterizacién molecular de colonias aisladas

Dado que los ensayos bioquimicos realizados no son suficientes para identificar las
distintas bacterias aisladas, se realizd una caracterizacion molecular de las colonias
aisladas, tanto de las bacterias como de las levaduras. Para ello se llevaron a cabo un
conjunto de técnicas para poder obtener la secuencia nucleotidica de regiones ITS y 16S
de los microorganismos, y asi lograr identificarlos mediante BLASTn.

3.4.5.1. Cultivo liquido

En primera instancia se procedi6 a realizar un cultivo liquido a partir de los cultivos puros
obtenidos anteriormente. En condiciones de esterilidad, se coloc6 con un ansa una colonia
en un tubo de ensayo conteniendo medio de cultivo liquido. Para levaduras se utiliz6
medio YPD mientras que para bacterias se utilizo TSB. En el caso de las bacterias
anaerobias, el medio utilizado fue MRS liquido.

Las bacterias fueron incubadas durante 48 hs a 37 °C, mientras que las levaduras fueron
incubadas 48 hs a 25°C. Para dicho ensayo se utilizé un agitador orbital de mesada.

3.4.5.2. Extraccion de ADN

Se realizo la extraccion de ADN de los cultivos liquidos obtenidos. Para ello previamente
se trasvaso el contenido de cada tubo a un tubo pléstico para poder ser centrifugado. Se
centrifugd a 5000 rpm durante 5 minutos en una centrifuga Thermo Scientific Sorvall ST
16R. Se descart6 el sobrenadante y se procedio a realizar la extraccion de ADN a partir
de los pellets celulares obtenidos.

La extraccion de ADN gendmico de levaduras y bacterias aerobias se llevo a cabo
siguiendo un protocolo que se basa en la utilizacidn de distintos solventes para separar el
ADN de otros compuestos celulares, el protocolo realizado se puede ver en el anexo 2.
Por otra parte, para la extraccion de ADN de las bacterias anaerobias se utiliz6 el kit
comercial Quick-DNA Fungal/Bacterial Kit de Zymo Research.

Las muestras de ADN obtenidas fueron conservadas en freezer a -20 °C.
3.4.5.3. PCR tiempo final

Se procedio a realizar amplificaciones de las regiones de interés en bacterias y levaduras
mediante PCR en tiempo final utilizando un termociclador SimpliAmp™ Thermal Cycler.
En la tabla 2 se puede visualizar tanto el nombre como la secuencia de los primers
utilizados en este ensayo.
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Tabla 2: Primers utilizados en PCR tiempo final:

Nombre del primer Secuencia nucleotidica (5°-3)

ITS 1 (Forward) TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS 4 (Reverse) TCCTCCGCTTATTGATATGC
27F (Forward) AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
1942R (Reverse) TACGGYTACCTTGTTACGACTT

Se llevaron a cabo distintos ciclados para cada reaccion (tabla 3), ya que, si bien se utiliza
la misma enzima polimerasa, los primers utilizados tienen distintas temperaturas de
melting. Por otra parte, el tamafio de los amplicones es distinto.

Tabla 3: Ciclado para PCR de regiones 16s e ITS.

16s (30 ciclos) ITS (35 ciclos)
Etapa Tiempo,t  Temperatura, Tiempo,t  Temperatura,
(min:s) T (°C) (min:s) T (°C)

Desnaturalizacion 05:00 95 03:00 95
inicial

Desnaturalizacion 00:30 94 00:30 95
Annealing 00:30 58 01:00 55
Extension 00:40 72 01:30 72
Extension final 10:00 72 10:00 72
Hold o0 4 0 4

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 uL, en la tabla 4 se
muestra la composicion de los mix de PCR para la amplificacion de las regiones 16s e
ITS.
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Tabla 4: Componentes de mix de PCR:

Componente Volumen para 1 reaccién (uL)
Tag Buffer 10X 2.5

dNTPs (10 mM) 0.5

Primer forward (10 mM) 0.5

Primer reverse (10 mM) 0.5

MgCl2 (25 mM) 1

Tag polimerasa (50 U/uL) 0.25

ADN molde 1

H20 18.75

Volumen final 25

3.4.5.4. Electroforesis en gel de agarosa

Con el objetivo de evaluar el resultado de la PCR se llevo a cabo una electroforesis en gel
de agarosa 1%, donde se puede visualizar si el tamafio de los amplicones obtenidos
corresponde con lo reportado. Se utiliz6 el marcador de peso GeneRuler DNA Ladder
Mix, y GoodView como agente intercalante. Se reveld el gel utilizando un transiluminador
Life Technologies E-Gel® Imager.

3.4.5.5. Secuenciacion de regiones 16s e ITS

Para poder obtener la secuencia nucleotidica de las regiones codificantes para ARNr 16s
de las colonias bacterianas y ARNr ITS de las levaduras se optd por realizar una
secuenciacion utilizando el método de Sanger. Las muestras de ADN extraido
anteriormente fueron enviadas a la empresa Macrogen Inc. para ser secuenciadas.

3.4.5.6. Andlisis bioinforméatico de secuencias obtenidas

A partir de los electroferogramas obtenidos como resultado de la secuenciacion se realizé
una técnica de alineamiento BLASTN. Se utilizaron las secuencias obtenidas como query,
frente a la base de datos de NCBI, para de esta manera identificar a qué organismo
pertenece la secuencia evaluada.

3.5. Evaluacién de capacidad antimicrobiana

Como se menciono anteriormente, las saponinas y, en menor medida, los polifenoles son
moléculas que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano. Debido a esto se
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buscé evaluar la actividad antibacteriana de las muestras de stevia y kombucha obtenidas
anteriormente utilizando dos estrategias de cultivo.

3.5.1. Evaluacion de capacidad antimicrobiana en medio sélido

Se evaluo la capacidad antibacteriana en cultivo sélido, evaluando la formacion de halos
de inhibicion de crecimiento. Para ello se sembraron 100 pL de suero isotonico con
bacteria en placas de Petri conteniendo medio de cultivo MHA. Las bacterias evaluadas
fueron E. coli, Salmonella spp., S. aureus, y P. aeruginosa. Para estandarizar la cantidad
de bacterias inoculadas se utilizé la escala Mac Farland, preparando soluciones 0,5 de
esta escala en suero fisioldgico, lo que corresponde a una concentracion de bacterias de
aproximadamente 1.5x108 ufc/mL. Para determinar la concentracion bacteriana se midid
absorbancia en un espectrofotometro a 600 nm (densidad éptica a 600 nm, ODeoo), €l
valor de absorbancia debe encontrarse en el rango de 0.08 a 0.12.

Luego de sembrar las bacterias, se colocaron en la placa discos embebidos con las
muestras a evaluar. Ademas, se utilizaron discos embebidos con el conservante comercial
Geogard al 2% como control positivo de inhibicion, y discos embebidos con la matriz de
extraccion de cada muestra como control negativo de inhibicion. Se realizaron triplicados
de cada cultivo.

3.5.2. Ensayo de inhibicién de crecimiento en medio liquido

Para evaluar la inhibicién de crecimiento microbiano en medio liquido se realiz6 un
cultivo de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans en placa de 24 pocillos. Se
evalud la capacidad antimicrobiana de dos diluciones de una muestra compuesta por
SGE4 y KS en partes iguales. Las diluciones evaluadas fueron la muestra al 1% y 2%.

Se utilizd medio LB inoculado con 0.5 Mac Farland de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa,
mientras que para C. albicans se utiliz6 medio YPD inoculando la misma dilucion de
microorganismo. Como se menciond anteriormente, esta escala corresponde a
aproximadamente 1.5x102 ufc/ml. Para este ensayo se colocaron en cada pocillo 1260 pL
de medio inoculado, y 140 uL de la muestra a evaluar.

Se realizaron distintos controles para validar el ensayo; como control positivo de
crecimiento a los 1260 pL de medio inoculado se le agregaron 140 pL de H2O. Por otra
parte, los controles negativos de crecimiento fueron: 1260 pL de medio inoculado con
140 pL de Spectrastat™ 1,5% (control positivo de inhibicion), y 1260 pL de medio LB
sin inoculo microbiano.

Se realizaron mediciones de la densidad optica a 600 nm (ODsoo) cada 1 hora utilizando
un lector de placas TECAN Infinite M200 PRO, a una temperatura de 37 °C.
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Cabe destacar que en algunas ensayos se utilizé Spectrastat™ 2% como control positivo
de inhibicion.

3.6. Liofilizacién de extractos

Se buscé obtener un liofilizado de una muestra compuesta por SGE4 y KS en partes
iguales, ademas de SGE4 y KS por separado. Para ello se realizé un paso previo a la
liofilizacion que consistié en congelar la muestra. Se utilizo el liofilizador de laboratorio
Telstar LyoQuest, con condiciones similares a las utilizadas por Lemus-Mondaca et al

(7).

Se midio y registrd la masa de un vial de liofilizacion y se colocaron 3 mL de la muestra
en él. Se volvio a registrar la masa, esta vez con la muestra incluida y se colocé en freezer
a -80 °C durante 24 hs. Finalmente se coloco el vial en el liofilizador a una presion de
vacio de 0.1 mbar y una temperatura de -50 °C. Una vez transcurridas 72 hs se retiré el
vial del equipo y se registrd su masa.

32



4. Resultados y discusion

4.1. Obtencion de muestras

Con el fin de obtener extractos de stevia se incubaron hojas molidas de la planta en
distintas condiciones. Una vez finalizada la incubacion, se logré obtener extractos
vegetales de stevia, los cuales, junto a las muestras de kombucha, representaron el
principal material de estudio utilizado durante este trabajo. Los extractos a simple vista
no mostraron contaminacion por microorganismos. Una vez filtrados se almacenaron en
freezer a -20 °C a modo de stock. A partir de este stock se separaron alicuotas para realizar
los ensayos, dichas alicuotas fueron conservadas en heladera a 4 °C durante un mes. Para
evitar trabajar con muestras degradadas, una vez transcurrido este tiempo, se descartaron
las alicuotas y se descongelaron nuevas.

Por otra parte, los cultivos kombucha fueron realizados exitosamente, el cultivo starter
logré reproducirse, obteniendo un SCOBY con un grosor de aproximadamente 1 cm que
ocup6d toda la superficie del liquido. No se observaron contaminaciones por
microorganismos a simple vista. Luego de retirar el SCOBY vy realizar los pasos de
filtracion se separaron las muestras en alicuotas y fueron conservadas en freezer a -20 °C
a modo de stock. Al igual que con las muestras de stevia, se descongelaron alicuotas de
kombucha para realizar los ensayos, dichas alicuotas fueron conservadas en heladera a 4
°C durante un mes.

El pH final de las muestras de kombucha obtenidas se encontr¢ entre 2.06 y 2.34. Lo cual
es levemente menor a lo reportado en bibliografia (13). Sin embargo, a medida que
aumenta el tiempo de fermentacién disminuye el pH debido a la formacion de acidos
organicos, en fermentaciones mayores a 10 dias se obtienen valores de pH menores a 2,5
(112).

Para hacer referencia a las muestras se seguira la siguiente nomenclatura: las muestras de
stevia extraidas con agua y glicerol en partes iguales se denominan SG, mientras que las
extraidas con agua, glicerol y etanol en proporciones 50:30:20 se denominan SGE. Para
diferenciar segun la condicion de extraccion se le agrega el tiempo de incubacion en horas
(4 0 72). Por otra parte, a las muestras de kombucha obtenidas a partir de té blanco se las
denomina con la letra K, mientras que a las obtenidas a partir de té blanco y stevia como
KS.
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4.2. Caracterizacion de las muestras obtenidas
4.2.1. Test afrosimétrico

Este ensayo se basa en la capacidad de las saponinas de generar espuma debido a sus
propiedades tensoactivas. Esta técnica es de utilidad para determinar cualitativamente la
presencia de saponinas en las muestras. Cabe destacar que este no es un método
cuantitativo, es un ensayo que es util para indicar la presencia o ausencia de saponinas en
la muestra. También es importante destacar que la generacion de espuma persistente
puede atribuirse a la presencia de saponinas, sin embargo, la no generacion de espuma
persistente no refleja la ausencia de estas moléculas, ya que se ha reportado que la
capacidad de disminuir la tensién superficial no siempre se correlaciona con la capacidad
de generar espuma (33).

Tal como se observa en la figura 2, las muestras de stevia incubadas por 72 horas (SG72
y SGE72) fueron las que mayor nivel de espuma generaron a tiempo cero. Una vez
transcurridos 10 minutos todas las muestras mostraron niveles de espuma mayores a 2
mm, lo que supone un resultado positivo para todas las muestras. La altura de la espuma
de las muestras de SG4 y SG72 son mayores a la de sus pares extraidas con etanol (SGE4
y SGE72), esta reportado que el agregado de etanol a mezclas acuosas influye
negativamente en la formacion de espuma persistente, y si bien se realizaron diluciones
para mitigar este efecto, tal como se reporta en bibliografia, no se puede asegurar que las
muestras que no tienen etanol tienen una cantidad mayor de saponinas (34). Para ello
seria necesario realizar una técnica cuantitativa.

Por otra parte, las muestras de kombucha también arrojaron resultados positivos, lo que
indica la presencia de saponinas. Cabe destacar que la espuma generada por KS es casi
cuatro veces mayor a la generada por K, lo que puede deberse a que la stevia utilizada
como sustrato en la fermentacién aporta grandes cantidades de saponinas. Sin embargo,
la espuma generada por KS disminuye su altura méas rapidamente que K, a tiempo final
la espuma de ambas muestras tuvo la misma altura, los valores para cada tiempo se
encuentran tabulados (ver tabla 8 en anexo 1).
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Figura 2 Resultados de test afrosimétrico (test de espuma). En celeste, verde, amarillo y rosa la altura de la
espuma de cada muestra a tiempo 0, 2 minutos, 10 minutos y 20 minutos respectivamente. SG4: muestra
de stevia extraida con agua y glicerol durante 4 horas a 45 °C, SGE4: muestra de stevia extraida con agua,
glicerol y etanol durante 4 horas a 45 °C, SG72: muestra de stevia extraida con agua y glicerol durante 72
horas a temperatura ambiente, SGE72: muestra de stevia extraida con agua, glicerol y etanol durante 72
horas a temperatura ambiente, K: muestra de kombucha a partir de té blanco, KS: muestra de kombucha a
partir de té blanco y stevia. Se observa un resultado positivo para todas las muestras, dado que la espuma
generada es persistente.

Por tanto, mediante este screening, se logro corroborar la presencia de saponinas en las
muestras, lo que es acorde a lo reportado en bibliografia (17, 35).

4.2.2. Espectros de absorcion UV-VIS

Con el objetivo de caracterizar los extractos y determinar la presencia de diferentes
moléculas con potencial bioactivo como polifenoles, los cuales absorben por debajo de
los 400 nm, se realiza un screening que consta en realizar barridos del espectro de
absorcion UV-VIS. Se le denomina barrido del espectro de absorcién a la medicion de la
absorbancia de una muestra en un rango de longitudes de onda desde 200 a 700 nm
aproximadamente. Los resultados se muestran en la figura 3.
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Figura 3 Espectros de absorcién UV-VIS entre 200-750 nm. SG4: muestra de stevia extraida con agua y
glicerol durante 4 horas a 45 °C, SGE4: muestra de stevia extraida con agua, glicerol y etanol durante 4
horas a 45 °C, SG72: muestra de stevia extraida con agua y glicerol durante 72 horas a temperatura
ambiente, SGE72: muestra de stevia extraida con agua, glicerol y etanol durante 72 horas a temperatura
ambiente, K: muestra de kombucha a partir de té blanco, KS: muestra de kombucha a partir de té blanco y
stevia. (1) Espectros de absorcion de SG4 y SGE4 (2) Espectros de absorcién de SG72 y SGE72 (3)
Espectros de absorcion de Ky KS (4) Espectros de absorcion de Venostasin (escina 50mg) (5) Espectros
de absorcién de Ac. galico.

Se analizaron los picos obtenidos, estos se encontraron en un rango de longitudes de onda
acordes a lo esperado (entre 250 y 400 nm), ya que esta reportado que los polifenoles,
triterpenos y saponinas absorben en este rango (36).

Cabe resaltar que no se observan picos de absorcion en el rango entre 400 y 700 nm,
donde absorben compuestos como las clorofilas, que pueden estar presentes en extractos
botanicos (37). Se observaron diferencias entre las muestras correspondientes a cada
método de extraccion (fig. 3 (1) y fig. 3 (2)), si bien todas presentan picos u hombros en
ese rango de longitud de onda, su forma es distinta, lo que indica diferencias entre cada
condicion de extraccion evaluada.

El acido gélico, utilizado como estandar de compuesto fendlico, muestra un claro pico de
absorcion a 270 nm, tal como esta reportado en bibliografia (38).Por otra parte, la escina
no muestra picos claros de absorcion, sin embargo, se observan hombros a 270 y 360 nm.

En los barridos correspondientes a los extractos SG4 y SGE4 se ve un pico maximo de
absorcion en la longitud de onda de 325 nm, éste es mas notorio que en las muestras SG72
y SGE72, que presentan un hombro similar al de la escina en dicha longitud de onda. Esto
denota un mayor efecto de la temperatura de extraccion mas que de los solventes
utilizados, no se encontraron reportes que evidencien que temperaturas mayores mejoren
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la extraccion de estos compuestos (39). Sin embargo, en la bibliografia consultada los
extractos que mayor actividad antioxidante mostraron fueron los extraidos entre 40 y
50°C (39).

Los barridos espectrofotométricos de las muestras de kombucha también muestran
diferencias. Tal como se ve en la figura 3, la muestra KS absorbe en el rango de 240 a
300 nm, observandose dos picos claros. En el caso de K, se observa un tnico pico de
absorcion a 275 nm. El espectro de absorcion de KS es similar al de las muestras SG4 y
SGEA4, lo que sugiere que la utilizacion de stevia como sustrato para la kombucha aporta
compuestos que no se observan en el espectro de absorcion de K.

Tanto el test afrosimétrico como los barridos espectrofotométricos fueron considerados
pruebas preliminares, o screenings. Los resultados obtenidos en estos son prometedores,
ya que evidencian la presencia de los compuestos de interés en las muestras obtenidas
(17, 35).

4.2.3. Cuantificacién de saponinas

Dado que las saponinas son moléculas de gran interés en este trabajo, es de vital
importancia conocer la concentracion de estas en las muestras obtenidas. Realizar una
cuantificacion de estas es necesario para poder lograr una caracterizacion eficaz. Existen
varias opciones para cuantificar este tipo de moléculas, sin embargo, en este caso se opto
por el método vainillin-sulfurico. Este es un método colorimétrico, sencillo y confiable,
que se basa en la interaccion del acido sulfdrico y la vainillina con las saponinas y
compuestos triterpénicos para la obtencién de un producto coloreado.
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Figura 4 Curvas estandar para cuantificacion de saponinas obtenidas con el software GraphPad Prism 8.0.2.
En rojo la curva de calibracion utilizando agua como disolvente de escina (y=1,085x+0,02241, R?=0.9907).
En azul la curva de calibracién utilizando agua y glicerol en partes iguales como disolventes de escina
(y=1,302x+0,1291, R?=0,9871). En verde la curva de calibracién utilizando agua:glicerol:etanol en
proporcioén de 5:3:2 como disolventes de escina (y=0,9077x+0,07521, R?=0,9824).
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Este ensayo permitié comprobar la presencia de saponinas en todas las muestras, ademas
de que pudieron ser cuantificadas en las mismas. Si bien es un método ampliamente
utilizado para la cuantificacion de saponinas, otros compuestos con estructuras quimicas
similares a estas pueden arrojar un resultado positivo (40, 41).

Se realizaron distintas curvas de calibracion con distintas diluciones de escina en las
distintas matrices de extraccion. Los R? obtenidos fueron mayores a 0.98 (fig. 4), lo que
permitio interpolar correctamente los valores de absorbancia obtenidos para cada
muestra. Los resultados fueron expresados en miligramos de equivalentes de escina por
mililitro de muestra. Con respecto a estos, los extractos de stevia fueron las que mayor
cantidad de saponinas y compuestos triterpénicos mostraron en comparacion con el resto
de las muestras evaluadas, siendo el promedio de los triplicados de SGE4 mayor al
promedio de los triplicados de SGE72. Los niveles de saponinas cuantificados pueden
observarse en la figura 5.
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Figura 5 Cuantificacién de saponinas y compuestos triterpénicos en las muestras obtenidas expresados
como miligramos de equivalentes de escina por mililitro de muestra. SG4: muestra de stevia extraida con
aguay glicerol durante 4 horas a 45 °C, SGE4: muestra de stevia extraida con agua, glicerol y etanol durante
4 horas a 45 °C, SG72: muestra de stevia extraida con agua y glicerol durante 72 horas a temperatura
ambiente, SGE72: muestra de stevia extraida con agua, glicerol y etanol durante 72 horas a temperatura
ambiente, K: muestra de kombucha a partir de té blanco, KS: muestra de kombucha a partir de té blanco y
stevia. Las muestras de stevia extraidas con etanol poseen mayor concentracién de saponinas.

Las muestras de stevia (SG4, SGE4, SG72, SGE72) mostraron resultados distintos entre
si, en este caso las muestras extraidas utilizando 20% de etanol (SGE4 y SGE72)
mostraron concentraciones de saponinas aproximadamente 10 veces mayores que las
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muestras extraidas unicamente con agua y glicerol (SG4 y SG72). Lo que reafirma que
las extracciones hidroalcohdlicas son una excelente técnica para la extraccion de estos
compuestos.

Se observaron diferencias entre los resultados obtenidos en test de espuma, barridos y
cuantificacion colorimétrica. Los dos primeros fueron realizados a modo de screening
para evaluar la presencia de estas moléculas en las muestras, mientras que el ensayo de
cuantificacion nos aporta informacién sobre la cantidad de saponinas en las muestras, por
lo tanto, representa un resultado mas confiable. La cuantificacion de saponinas en las
muestras de kombucha es de gran importancia en este trabajo, ya que los emulsionantes
naturales representan un gran valor en la cosmética natural. Su utilizacion en futuras
formulaciones puede afiadirle un importante valor agregado a los productos que
actualmente utilizan emulsionantes quimicos (42).

4.2.4. Cuantificacién de polifenoles

Cuantificar el contenido total de compuestos fendlicos en las muestras obtenidas fue de
gran relevancia en este trabajo, ya que se estima que asociada a la cantidad de polifenoles
esta la actividad antioxidante, eje central del trabajo. Por lo que los resultados obtenidos
con esta técnica fueron importantes para poder evaluar a todas las muestras obtenidas, y
junto con los resultados anteriores y los de cuantificacion de actividad antioxidante, poder
seleccionar las mejores muestras.

Cabe destacar que para este ensayo se esperd obtener altos niveles de polifenoles, por lo
que evaluaron diluciones 1/100 de las muestras. Debido a esto se realizé una Unica curva
de calibracion con agua, a diferencia de otros ensayos realizados en este trabajo, donde
se realizaron distintas curvas de calibracion, disolviendo el estandar en la matriz utilizada
en cada extraccion.

Curva estandar
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Figura 6 Curva estdndar de acido galico para cuantificacién de polifenoles obtenida con el software
GraphPad Prism 8.0.2 (y= 2,987x+0,01911, R?= 0.9967).
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En primer lugar, la curva de calibracion realizada tuvo un R? = 0.9967 (fig. 6). Las
muestras fueron interpoladas utilizando el programa GraphPad Prism 8.0.2. Obteniendo
asi los resultados de la cantidad de polifenoles presentes en cada muestra, expresados
como miligramos de GAE por gramo de muestra.

Como se observa en la figura 7, los niveles de polifenoles presentes en las muestras de
stevia son significativamente mas altos que en las muestras de kombucha. Los valores
encontrados en bibliografia difieren con los obtenidos, en el caso de la stevia, la
concentracion de GAE en miligramos por gramo de extracto en extractos
hidroalcoholicos y acuosos son de 61.5 y 56.74 respectivamente, mientras que los
resultados obtenidos en este trabajo son aproximadamente un orden mas altos (43, 44).
En el caso de la kombucha, la bibliografia consultada muestra una concentracion de GAE
en miligramos por gramo de kombucha son de 0.14, la cuantificacién de compuestos
fenolicos totales en este trabajo resultd en concentraciones dos 6rdenes mas altas (44).
Cabe mencionar que se utilizé el mismo método de cuantificacién que en los articulos
consultados.
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Figura 7 Cuantificacion de polifenoles de muestras obtenidas expresada como miligramos de equivalentes
de 4cido galico por gramo de muestra. SG4: muestra de stevia extraida con agua y glicerol durante 4 horas
a 45 °C, SGE4: muestra de stevia extraida con agua, glicerol y etanol durante 4 horas a 45 °C, SG72:
muestra de stevia extraida con agua y glicerol durante 72 horas a temperatura ambiente, SGE72: muestra
de stevia extraida con agua, glicerol y etanol durante 72 horas a temperatura ambiente, K: muestra de
kombucha a partir de té blanco, KS: muestra de kombucha a partir de té blanco y stevia. Las muestras de
stevia poseen niveles de polifenoles muy superiores a las muestras de kombucha.

En el caso de las muestras de stevia, los extractos realizados con la condicion 2, es decir,
los que fueron incubados 4 horas a 45°C, presentan niveles més altos de compuestos
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fendlicos que los extractos realizados utilizando la condicion 1. Este resultado es
coherente con los barridos espectrofotométricos, aunque en la cuantificacion de
polifenoles la diferencia entre ambas condiciones de extraccion es muy pequefia, los
barridos muestran diferencias mayores, por lo que la diferencia de los picos no parece
deberse a la concentracion de compuestos fenolicos totales.

Las muestras de kombucha mostraron niveles bajos de compuestos fendlicos,
aproximadamente 25 veces menores que los extractos de stevia. Sin embargo, tal como
se menciond anteriormente, los niveles cuantificados son mayores que los reportados en
bibliografia.

4.2.5. Evaluacién de capacidad antioxidante

Se utiliz6 el método de ABTS para medir la actividad antioxidante de las muestras. Esta
propiedad resulta de gran interés, ya que como se menciond anteriormente, se busca
formular un ingrediente bioactivo para productos cosméticos. En cosmética, y en
particular en biocosmeética, los productos con actividad antioxidante son de gran valor,
debido a sus efectos beneficiosos para la piel.

Se realizaron curvas de calibracion con &cido ascorbico, que mostraron RZ mayores a 0.98
(figura 8). No se observa interferencia de las matrices de extraccion en las distintas curvas
realizadas. Se interpolaron los valores obtenidos de las muestras analizadas con el
programa GraphPad Prism 8.0.2.

Curvas de calibracién
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Figura 8 Curvas estandar para cuantificacion de la actividad antioxidante obtenidas con el software
GraphPad Prism 8.0.2. En rojo la curva de calibracion utilizando agua como disolvente del acido ascorbico
(y=-0,001473x+0,6925). En azul la curva de calibracion utilizando agua y glicerol en partes iguales como
disolventes del acido ascérbico (y=-0,001409x+0,7012). En verde la curva de calibracién utilizando
agua:glicerol:etanol en proporcién de 5:3:2 como disolventes del 4cido ascorbico (y=-0,001342x+0,6831).
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Los resultados obtenidos para las muestras son comparables a los obtenidos en la
cuantificacion de compuestos fendlicos totales, ya que las muestras de stevia tienen una
actividad antioxidante significativamente mayor que las muestras de kombucha. Existen
articulos en los que se observa el mismo comportamiento, tal como se esperaba, se
observo una relacion entre la concentracion de polifenoles y la actividad antioxidante (9).

Capacidad antioxidante
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Figura 9 Cuantificacion de actividad antioxidante de las muestras obtenidas expresada como miligramos
de equivalentes de &cido ascorbico por gramo de muestra. SG4: muestra de stevia extraida con agua y
glicerol durante 4 horas a 45 °C, SGE4: muestra de stevia extraida con agua, glicerol y etanol durante 4
horas a 45 °C, SG72: muestra de stevia extraida con agua y glicerol durante 72 horas a temperatura
ambiente, SGE72: muestra de stevia extraida con agua, glicerol y etanol durante 72 horas a temperatura
ambiente, K: muestra de kombucha a partir de té blanco, KS: muestra de kombucha a partir de té blanco y
stevia. Las muestras de stevia poseen niveles de actividad antioxidante superiores a las muestras de
kombucha.

En los resultados obtenidos en la cuantificacion de compuestos fendlicos totales se
observd que las muestras de stevia extraidas con etanol contenian mayores niveles de
polifenoles (figura 7), sin embargo, los resultados del ensayo de ABTS (figura 9)
indicaron que las muestras con mayor actividad antioxidante son las muestras SG4 y
SGEA4, es decir, que las muestras con mayor actividad son aquellas incubadas 4 horas a
45°C. Las muestras de stevia incubadas 72 horas a temperatura ambiente arrojaron
diferencias, mostrando mayor actividad las muestras extraidas con agua:glicerol en partes
iguales.
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Con las muestras de kombucha también se observaron diferencias, la kombucha obtenida
de la fermentacion de infusiones de té blanco como sustrato Unicamente tuvo mas del
doble de la actividad que mostré la que utiliz6 té blanco y stevia como sustrato de
fermentacion.

Tabla 5. Tabla comparativa de cantidades promedio de polifenoles vs promedios de
actividad antioxidante

Muestra Polifenoles (mg/g) Actividad antioxidante
(equivalentes de ac.
Ascérbico/mL)

SG4 627,43 £ 25,97 2399,83 + 208,71
SGE4 686,25 + 25,15 2361,47 + 383,74
SG72 511,53 + 46,47 1988,13 + 204,98
SGET72 563,93 + 13,68 1713,85 + 249,85
K 20,12 +0,79 286,62 + 75,18
KS 2591 + 2,59 110,36 + 37,26

Los resultados obtenidos son alentadores para la formulacién de un ingrediente cosmético
con caracteristicas bioactivas. La capacidad antioxidante, vinculada a la inactivacion de
radicales libres, esta relacionada con la concentracion de polifenoles en las muestras. Se
pueden observar en la tabla 5 los resultados de la cuantificacion de polifenoles junto a los
de actividad antioxidante. Los polifenoles muestran ademés capacidad
antienvejecimiento, dada por la prevencién de senescencia celular, sefializacion
antioxidante, promocién de la actividad mitocondrial, entre otras (45).

La utilizacidn de estos extractos en productos de uso topico-dérmico puede considerarse
de caracter cosmeceutico. Esto quiere decir que, se le aporta a un cosmeético caracteristicas
terapéuticas (46). Distintos extractos boténicos ricos en polifenoles y otros compuestos
naturales son considerados cosmecéuticos debido a sus caracteristicas, la formulacion de
estos se ha visto aumentada con en los Ultimos afios (47).

4.3. Caracterizacion de SCOBY

El cultivo starter o SCOBY, tal como se menciond anteriormente, es una comunidad
microbiana, compuesta por distintas bacterias y levaduras que fermentan ciertos azicares
presentes en el té, y generan metabolitos que aportan distintas propiedades con potencial
bioactivo a la kombucha.

4.3.1. Procesamiento de SCOBY

El cultivo starter fue procesado correctamente, si bien no se logro6 disgregar en totalidad
el SCOBY, se rompieron fibras del biofilm celulésico, obteniendo asi un liquido con gran

43



turbidez. Esta turbidez indica que se obtuvieron células en suspension, cumpliéndose asi
el objetivo de esta técnica.

4.3.2. ldentificacion macroscépica y aislamiento de colonias

Las placas de las diluciones sembradas fueron analizadas macroscopicamente,
identificando asi las distintas morfologias, colores y texturas de las colonias crecidas. De
esta manera se pudo realizar una primera clasificacion de las colonias obtenidas. Las
placas de medio TSA fueron las que mas crecimiento presentaron, se identificaron en
ellas 11 tipos de bacterias. En las placas de medio MRS se observo poco crecimiento
bacteriano, las colonias obtenidas presentaron caracteristicas muy similares, sin embargo,
se logré identificar 2 tipos de colonias que presentaban diferencias en tamafio, lo que
indicaba distintas velocidades de crecimiento en las condiciones de incubacion.

Por otra parte, en las placas de medio YPD se identificaron 4 tipos de colonias de
levaduras distintas.

Se observaron diferencias en los tipos de colonias bacterianos obtenidos para cada
dilucion sembrada, esto evidencia que, de no haberse realizado cultivos de distintas
diluciones, podria haberse apantallado la presencia de algunas colonias bacterianas
obtenidas en los cultivos con muestras mas diluidas.

Se realiz6 un cultivo puro por duplicado de estos microorganismos identificados, se
utilizaron los mismos medios de cultivo de la parte anterior teniendo en cuenta la
naturaleza de cada microorganismo. Esto permitio aislar a los distintos tipos de bacterias
y levaduras, obteniendo asi placas de cultivos puros, que fueron de gran utilidad para
realizar los siguientes ensayos. Cabe destacar que la morfologia observada se mantuvo en
los cultivos puros.

En resumen, se obtuvieron 13 tipos de colonias de bacterias y 4 tipos de colonias de
levaduras presuntamente distintas. Para poder obtener mas informacion sobre la identidad
de estos microorganismos es necesario realizar otras pruebas como pueden ser
identificacion con pruebas microbioldgicas o identificacion molecular con técnicas de
secuenciacion (48).

4.3.3. Pruebas microbioldgicas

Se realizaron pruebas bioquimicas a las bacterias aisladas anteriormente con el objetivo
de obtener informacion sobre ellas. Estas pruebas permiten conocer caracteristicas
importantes como lo son la composicion de su envoltura celular, y la expresion o no por
parte de las bacterias de dos enzimas.

Tal como se menciona en el apartado 3.4.4, se realiz6 una tincion de Gram, esta técnica
microbioldgica es ampliamente utilizada debido a su sencillez y eficacia, se basa en la
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diferencia en la composicion de la envoltura celular de las bacterias. Estas se clasifican
como Gram positivo o Gram negativo, la principal diferencia entre ambas es el grosor de
la capa de peptidoglicano que las recubre, en las bacterias Gram positivo esta capa es
mayor que en las Gram negativo, lo que permite diferenciar ambos tipos segin el
colorante que adquieran. En las tablas 6 y 7 pueden observarse los resultados obtenidos
durante la observacién macroscépica, asi como en las pruebas microbioldgicas.

Tabla 6. Analisis macroscopico de bacterias.

N° DE CANTIDAD DE COLORACION FORMA Y TEXTURA

COLONIA COLONIAS

2 Anaranjado Uniforme brillante
2 1 Amarillo Rugosa mate
3 1 Rosa Uniforme brillante
4 1 Amarillo + Uniforme brillante
5 3 Blanco Uniforme brillante
6 4 Rosa tenue Uniforme brillante
7 2 Blanco traslucido Uniforme mate
8 12 Amarillo Uniforme mate
9 19 Amarillo Uniforme mate
10 22 Amarillo ++ Uniforme mate
12 1 Blanco Uniforme brillante
Al 5 Blanco Uniforme brillante
A2 3 Blanco Uniforme brillante

Se identificaron cocos y bacilos, de los cuales algunos de ellos presentaron resultado
Gram positivo, mientras que otros Gram negativo. Ademas, por otro lado, se evaluo la
expresion de dos enzimas por parte de las bacterias. Los resultados obtenidos se muestran
en la tabla 7. Once bacterias dieron resultado positivo al test de catalasa, mientras que las
dos restantes arrojaron resultados negativos. El test de oxidasa no fue valido ya que los
controles positivos para la presencia de oxidasa realizados no arrojaron resultados
coherentes, esto indica que el reactivo utilizado no funciond correctamente. Los
resultados de secuenciacion son necesarios para corroborar el resultado de estos ensayos.

4.3.4. Caracterizacion de cultivo starter con técnicas moleculares

4.3.4.1. Extraccién de ADN y PCR tiempo final.

A partir de los cultivos puros en medio sélido se hicieron repiques en medio liquido, estos
se centrifugaron para la obtencion de pellets celulares. Posteriormente se realizo la
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extraccion de ADN de cada uno para luego amplificar por PCR la regién 16s o ITS
dependiendo del caso. En la figura 10 se observan los resultados de PCR visualizados en
un gel de agarosa. Se obtuvieron bandas del tamafio esperado para las regiones
amplificadas, ademas, se observo que las bandas correspondientes a las muestras tienen
el mismo tamafo en pb que los controles positivos realizados. No se observé presencia
de bandas en los controles negativos de ambas PCR, validando de esta manera los
resultados obtenidos. Esto demostrd que tanto la extraccién de ADN como la PCR fueron
exitosas, permitiendo obtener las regiones 16s e ITS amplificadas correctamente.

1 MP B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 C+

3000 pb

1500 pb W S —— 'u s A -
1000 pb -
500 pb
2 S ; 3
MP  C- B11 Bant Ban2 MP L1 L2 C- L3 L4 C+
3000 pb
— 1000 pb

500 pb

Figura 10 Geles de agarosa con resultados de PCR. (1) De izquierda a derecha: -Carril 1: marcador de peso molecular.
-Carril 2: bacteria 1, -Carril 3: bacteria 2, -Carril 4: bacteria 3, -Carril 5: bacteria 4, -Carril 6: bacteria 5, -Carril 7:
bacteria 6, -Carril 8: bacteria 7, -Carril 9: bacteria 8, -Carril 10: bacteria 9, -Carril 11: bacteria 10, -Carril 12: control
positivo de amplificacion (ARNr 16s). (2) De izquierda a derecha: -Carril 1: marcador de peso molecular. -Carril 2:
control negativo de amplificacion, -Carril 3: bacteria 11, -Carril 4: bacteria anaerobia 1, -Carril 5: bacteria anaerobia 2.
(3) De izquierda a derecha: -Carril 1: marcador de peso molecular. -Carril 2: levadura 1, -Carril 3: levadura 2, -Carril
4: control negativo de amplificacion, -Carril 5: levadura 3, -Carril 6: levadura 4, -Carril 7: control positivo de
amplificacion (ITS).

4.3.4.2. Secuenciacién Sanger de regiones 16s e ITS

Tal como se mencion6 en la metodologia, se contrataron los servicios de la empresa
Macrogen Inc. para la secuenciacion de las muestras obtenidas por PCR. Se obtuvieron
archivos en formato fasta para cada muestra analizada, ademés del electroferograma
correspondiente para cada una. De esta manera fue posible analizar los resultados de
secuenciacion, a modo de corroborar la relacion entre la lectura realizada por el equipo y
las sefiales observadas en el electroferograma, y asi depurar los resultados.

4.3.4.3. Identificacion por homologia de secuencia mediante BLASTnN

La herramienta BLASTn de NCBI permitid identificar qué microorganismos integraron
el SCOBY utilizado para los cultivos de kombucha. Se obtuvieron valores de homologia
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mayores a 97% en todos los casos, esto refleja la similitud entre la secuencia query y la
secuencia consenso reportada para cada microorganismo identificado. Luego de
analizados los resultados de BLASTn se observé que colonias catalogadas como
diferentes en primera instancia, resultaron ser la misma especie. Los resultados de
secuenciacion obtenidos no concuerdan con lo reportado en bibliografia sobre las
bacterias que conforman el SCOBY (49). La variacion de las bacterias identificados
respecto a las reportados en bibliografia podria deberse a diferencias entre los distintos
consorcios de kombucha o por contaminaciones adquiridas durante la manipulacion, sin
embargo, los cultivos realizados mostraron un aspecto saludable, acorde a un cultivo
tipico de kombucha.

Tabla 7. resultados de BLASTN, tincion de Gram y test de catalasa.

Muestra Identidad Porcentaje de Numero de Tincién de Gram  Prueba de
homologia acceso (+6-) catalasa

B1 Dermacoccus 99.83% NR_043262.1 Cocos + +
profundi

B2 Kytococcus 99.65% NR_074714.2 Cocos + +
sedentarius

B3 Roseomonas 99.91% NR_028857.1 Cocos - +
mucosa

B4 Micrococcus 97.23% NR_134088.1 Cocos + +
aloeverae

B5 Staphylococcus 99.18% NR_036904.1 Cocos + +
epidermidis

B6 Jeotgalicoccus 99.54% NR_025643.1 Cocos + +
halotolerans

B7 Streptomyces 99.72% NR_027616.1 Bacteria i
thermoviolaceus filamentosa +

B8 Micrococcus 99.90% NR_134088.1 Cocos + +
aloeverae

B9 Micrococcus 99.66% NR_116578.1 Cocos + +
yunnanensis

B10 Micrococcus 96.97% NR_134088.1 Cocos + +
aloeverae

B11 Staphylococcus 99.90% NR_024665.1 Cocos - +
caprae

BAN1 Ralstonia 99.66% NR_043152.1 Bacilos + -
pickettii

BAN2 Ralstonia 99.72% NR_043152.1 Bacilos + -
pickettii

L1 Pichia 97.87% NR_138210.1 N/A N/A
kluyveri

L2 Saccharomyces 98% NR_111354.1 N/A N/A
mikatae

L4 Brettanomyces 97.98% NR_165974.1 N/A N/A
bruxellensis

L5 Brettanomyces 97.82% NR_165974.1 N/A N/A
bruxellensis

47


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_043262.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTBE253U013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_074714.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTBNPSXF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_028857.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTC7KGA8013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_134088.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTBRFF66013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_036904.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTCD2BYP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025643.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTCEK40E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_027616.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTCJTH3D016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_134088.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTCMEBYJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTCR5G61013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_134088.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTCMEBYJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_024665.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTCSUSJ8013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_043152.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTCUNDWK013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_043152.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTCUNDWK013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_138210.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTCXT1BW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_111354.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTD1F4XT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_165974.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTD3F411016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_165974.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HTD3F411016

Por otra parte, en distintos articulos fueron descritos los mismos géneros de levaduras
identificadas en este trabajo, como lo son Pichia, Saccharomyces y Brettanomyces (50—
52).

Entre las levaduras identificadas se encuentra Brettanomyces bruxellensis, que aporta el
sabor caracteristico de la kombucha, ademas favorece la produccion por parte de bacterias
acido aceéticas y de acido glucoronico, compuestos que posee propiedades desintoxicantes
(53). Adicionalmente, Saccharomyces mikatae es una levadura fermentadora de glucosa,
sacarosa Yy otros azucares, se reportd su presencia en la industria del vino, aportando
metabolitos claves que dan sabor al mismo (54). Pichia kluyveri es una levadura utilizada
para la fermentacion de azucares no reductores, existe una patente en la que se la utiliza
para la obtencion de una bebida de baja graduacion alcohdlica con muy buenas
propiedades organolépticas (55). La identificacion de estas levaduras en el SCOBY de
kombucha es de gran importancia, ya que su presencia aporta propiedades benéficas para
el producto final.

Tal como se menciond anteriormente, las bacterias identificadas difieren a lo reportado
en bibliografia (49). Algunas de las bacterias identificadas forman parte del microbioma
de la piel, entre ellas se encuentran Dermacoccus, Kytococcus, Micrococcus y S.
epidermidis (56-59). Esta Ultima, se puede encontrar comdnmente en la piel y puede tener
muchos efectos beneficiosos, sin embargo, en altas cantidades puede producir infecciones
(60). Por otra parte, algunas de las bacterias identificadas forman parte del ambiente,
como por ejemplo Roseomonas, Micrococcus, Streptomyces, Ralstonia pickettii, entre
otras (58, 61-64). Debido a esto, la presencia de dichas bacterias en el SCOBY puede
deberse a que forman parte del consorcio original o debido a contaminaciones adquiridas
durante las distintas etapas del trabajo, ya sea en el momento de la inoculacion de las
infusiones, remocion del SCOBY al finalizar la fermentacion, durante el procesamiento
en Stomacher, plaqueo de las diluciones realizadas, o durante la extraccion y
amplificacion de ADN.

4.5. Evaluacion de actividad antimicrobiana

4.5.1. Evaluacion de capacidad antimicrobiana en medio sélido

Este ensayo tuvo como objetivo evaluar si las muestras obtenidas tenian la capacidad de
inhibir el crecimiento de distintas bacterias. Se realizaron cultivos sélidos en placas de
Petri con E. coli, S. aureus, Salmonella spp y P. aeruginosa. Tal como se puede ver en la
figura 11, no se observaron halos de inhibicion de crecimiento, por lo tanto, las muestras
no mostraron capacidad antimicrobiana en este ensayo. Esto puede deberse a que la
concentracion de compuestos antibacterianos en los extractos crudos no fue suficiente
para dar un resultado positivo de inhibicion en el ensayo de difusion en medio solido. Se
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descartan contaminaciones en las muestras ya que se observa un crecimiento bacteriano
homogéneo.

Figura 11. Placas de agar con discos contendiendo las muestras a analizar. (1) Placas de E. coli frente a
muestras de stevia. (2) Placas de S. aureus frente a muestras de stevia. (3) Placas de P. aeruginosa, E. coli,
S. aureus y Salmonella spp frente a muestras de kombucha. (4) Placas de Salmonella spp frente a muestras
de stevia. (5) Placas de P. aeruginosa frente a muestras de stevia.

El control negativo no mostro capacidad antibacteriana, por lo que se descarta un efecto
de la matriz de extraccion en el crecimiento bacteriano. El control positivo de inhibicion
funciono correctamente, ya que se observan halos de inhibicion alrededor de los discos
correspondientes. En resumen, las muestras no arrojaron resultados alentadores para la
inhibicidn de crecimiento bacteriano, por este motivo se plantea la realizacion de ensayos
de inhibicion de crecimiento en medio liquido para evaluar la capacidad antimicrobiana.

4.5.2. Ensayo de inhibicion de crecimiento en medio liquido

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos de caracterizacion de las
muestras, se decidié formular una nueva muestra con posible efecto antimicrobiano
formada por SGE4 y KS en relacion 1:1.

Esta prueba fue de utilidad para evaluar el comportamiento de cada microorganismo en
las condiciones ensayadas. Las diluciones ensayadas de la muestra no consiguieron
inhibir el crecimiento de los microorganismos evaluados. Sélo se pudo validar el ensayo
de Candida albicans, ya que en el resto se observé crecimiento bacteriano en alguno de
los controles negativos, lo que indica contaminacion.

En las curvas de crecimiento de la figura 12, tanto como en las anexadas en la seccion
7.2.2 se pudo observar que las curvas correspondientes a las diluciones de la muestra se
encontraron en su mayoria por encima de la curva de crecimiento control. A partir de
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estos resultados se lleg6 a la conclusion de que la muestra en las diluciones ensayadas
tiene un efecto prebidtico, opuesto al comportamiento esperado. Este efecto puede
deberse a que la concentracion de saponinas y polifenoles no fue suficiente para inhibir
el crecimiento, y éste pudo beneficiarse con la presencia de azlcares en las muestras, que
pudieron ser fuentes de carbono para los microorganismos evaluados.

Curvas de crecimiento C. albicans

1.5
-~ Medio YPD + C. albicans
-= Muestra 2%
g 1.0 Muestra 1%
§ -8~ Medio YPD
| Spectrastat 1,5%
O 0.54
O-O 1 1 1 1
0 5 10 15 20

Tiempo,t (hs)

Figura 12 Curvas de crecimiento de Candida albicans en medio YPD a 37 °C. Rojo: control positivo de crecimiento
de Candida albicans. Verde: crecimiento de la levadura con el agregado de muestra al 2%. Azul: crecimiento de la
levadura con el agregado de muestra al 1%. Violeta: control negativo de crecimiento, medio YPD sin Candida albicans.
Amarillo: control negativo de crecimiento, Candida albicans en YPD con Spectrastat 1,5%

Para poder obtener resultados aceptables es necesario volver a realizar el ensayo hasta
conseguir resultados validos. Para ello se puede seguir utilizando la misma metodologia
0 se pueden realizar ajustes para evitar posibles contaminaciones. Otra posibilidad puede

ser realizar cultivos separados en matraces o tubos, y registrar la ODgoo periddicamente.

Luego de repetir estos ensayos, es posible que el efecto prebiotico por parte de la muestra
se mantenga, lo cual puede ser beneficioso para su utilizacion como activo biocosmético.
Este efecto prebidtico junto a la capacidad antioxidante de las muestras puede representar
caracteristicas atractivas para la formulacién de un producto de aplicacion topica dérmica,
ya que puede ser util para balancear el microbioma de la piel, evitando disbiosis. Para
evaluar esto se deberian realizar ensayos con bacterias reportadas en la composicion del
microbioma natural de la piel.

Por otra parte, cabe destacar que estas muestras poseen propiedades antioxidantes, por lo
que pueden agregarse a formulaciones biocosméticas en concentraciones mayores a las
ensayadas en este experimento, por lo que seria interesante repetir este ensayo con
muestras menos diluidas.

50



4.6. Liofilizacion de extractos

Una vez transcurridas las 48 horas de liofilizacion no se obtuvo la muestra en estado
solido en forma de polvo, sino que se llegd a un liquido viscoso. Esto puede atribuirse a
la presencia de 15% de glicerol en la muestra, lo que impidié llegar a un sélido, tal como
se esperaba. El porcentaje de liofilizacion fue de 67%, calculado como:

Minicial — Mfinal
final , 100

porcentaje de liofilizacion =
Minicial

Para evaluar el efecto del glicerol en la muestra conformada por SGE4 y KS en partes
iguales se evaluo la liofilizacion de cada una de las muestras por separado. En los
resultados se obtuvo que la muestra SGE4 tuvo un porcentaje de liofilizacion de 63%,
levemente menor a la muestra evaluada (SGE4:KS en proporcién 1:1). Mientras que KS
tuvo un porcentaje de liofilizacion de 88%. Si bien los porcentajes de liofilizacion podrian
aumentar alargando el tiempo de operacién, se observa claramente que la muestra de
kombucha se liofiliza en mayor cantidad, evidenciando que el glicerol tiene un efecto
negativo en la liofilizacion.
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5. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo, se puede concluir que se
comprobé la presencia de polifenoles y saponinas en las muestras de kombucha y
extractos de stevia con los que se trabajo. Ademas, se concluye que estos compuestos son
de gran importancia para la industria biocosmética.

Si bien en las muestras de kombucha se cuantificaron los distintos compuestos de interés,
lo que es coherente con lo reportado en bibliografia, sus niveles son menores que en las
muestras de stevia. Esto posiciona a los extractos de stevia como las muestras mas
prometedoras para su aplicacion en productos antioxidantes, ya que segun los resultados
de la cuantificacion por el método de Folin-Ciocalteu, estos son los més ricos en
polifenoles.

En cuanto a la metodologia realizada, se concluye que las estrategias de extraccién de los
compuestos de interés fueron eficaces, logrando obtener un protocolo que permite
revalorizar un desecho de la industria del biodiesel como lo es el glicerol. El proceso de
sonicacién no aporto ventajas frente al aumento en la temperatura de extraccion, siendo
ésta un factor clave para la extraccion de compuestos fendlicos.

La utilizacion de un 20% de etanol como solvente de extraccion resultd en un aumento
en la concentracion de saponinas frente a los extractos que fueron obtenidos utilizando
Unicamente agua y glicerol.

Los screenings realizados permitieron conocer la composicion de las muestras de manera
rapida y sencilla, constituyen técnicas de bajo costo que son de gran utilidad para realizar
una caracterizacion preliminar de extractos botanicos. La informacién proporcionada por
los mismos se puede utilizar como guia para tomar decisiones en cuanto a los procesos
de extraccion.

Los ensayos colorimétricos son técnicas confiables, que permitieron cuantificar la
presencia de los compuestos de interés en cada muestra. Tanto el método de vainillina-
sulfarico, como el método que utiliza el reactivo de Folin-Ciocalteu fueron de gran
utilidad, son técnicas ampliamente utilizadas en este tipo de trabajos debido a su
reproducibilidad y confiabilidad. De igual manera sucede con el método de ABTS para
la cuantificacién de actividad antioxidante, arrojo resultados coherentes, permitiendo
relacionar la cantidad de polifenoles en las muestras con el potencial de inactivar radicales
libres.

Por otro lado, las técnicas microbioldgicas y moleculares permitieron la caracterizar el
SCOBY de kombucha. Se identificaron 10 bacterias y 3 levaduras. Si bien el reactivo
utilizado en el test de la enzima oxidasa no funciono correctamente, se pudo realizar una
identificacion bacteriana mediante la secuenciacion de regiones codificante para ARNr

52



16s y regiones ITS. Las bacterias identificadas no se correspondieron con las reportadas
en bibliografia, lo que puede indicar que se pudieron adquirir contaminaciones a lo largo
del proceso.

Los ensayos de evaluacion de la actividad antimicrobiana de las muestras no arrojaron
resultados positivos para la inhibicidn del crecimiento con las diluciones ensayadas, ya
que las cepas evaluadas mostraron resistencia. Es necesario evaluar a las muestras
concentraciones mayores para de esta manera confirmar o descartar su comportamiento
antimicrobiano. Los resultados obtenidos en medio liquido no fueron validos debido que
se registro crecimiento en los controles negativos, sin embargo, arrojaron la posibilidad
de la utilizacién de la muestra como bioactivo cosmético con propiedades probioticas.

En conclusion, la metodologia disefiada fue de utilidad tanto para lograr extractos ricos
en polifenoles y saponinas, como para corroborar la actividad antioxidante reportada por
parte de los extractos. Se plantea como perspectivas a futuro la realizacion de pruebas que
permitan evaluar la aplicacion de estos extractos en productos postbidticos cosmecéuticos
debido a su bioactividad. Estas pruebas pueden ser: ensayos de de inhibicion de
crecimiento en medio liquido con bacterias presentes naturalmente en la piel, evaluacién
de actividad antiinflamatoria, asi como también evaluar posibles efectos citotoxicos en
células humanas, que impidan la aplicacion de estos extractos botanicos en formulaciones
biocosméticas.
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7. Anexos

7.1. Anexo 1

7.1.1. Tabla 8. Resultados test de afrosimétrico.

Muestra

SG4

SGE4

SG72

SGE72

K

KS

Tiempo, t (minutos)

0
1,5
1,1
2,4
1,7
0.4

1,7

2

0,6
0,6
1,5
1,1
0,4

0,6

10

0,4
0,4
1,0
0,7
0,2

0,4

20

0,2
0,3
0,7
0,4
0,1

0,1
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7.2. Anexo 2

7.2.1. Protocolo de extraccion de ADN genomico.

1.

Tomar el tubo con el pellet celular y agregar 700 pl de Buffer CTAB precalentado
a 65°C. Pipetear varias veces (15 a 20) hasta que se forme una suspension
homogénea e incubar a 65°C 30-45 min.)

En campana: agregar 600pl de cloroformo y agitar
Centrifugar a velocidad maxima por 15 minutos

En campana; remover la fase acuosa superior (conteniendo el ADN),
aproximadamente 400ul y colocarla en un tubo limpio rotulado

Agregar 400ul de de isopropanol frio para precipitar el ADN. Invertir el tubo 2 o
3 veces. Incubar por 20 minutos en el freezer a -20°C

Centrifugar a maxima velocidad 10 minutos
Remover el sobrenadante y lavar con 600 ul de etanol 70%
Centrifugar a maxima velocidad 10 min.

Remover cuidadosamente el sobrenadante y dejar secar el pellet a temperatura
ambiente o en estufa a 37°C aprox. 10 min.

10. Resuspender el pellet en 100ul de agua MilliQ estéril libre de DNasa.
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