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RESUMEN: La kombucha es una bebida que ha ganado popularidad
en los dltimos afios por sus aparentes propiedades probidticas. En este
estudio se aislaron e identificaron microorganismos presentes en una muestra
de cultivo starter de elaboracién casera y en tres marcas comerciales de
kombucha para determinar y comparar sus composiciones microbianas.
Para la identificacién de bacterias y levaduras se emplearon tanto la
espectrometria de masas Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time
of Flight como secuenciacién Sanger, analizdndose tanto sus espectros como
las secuencias derivadas de los genes marcadores taxondmicos de hongos
(ITS) y bacterias (16S rRNA). Los resultados demostraron una amplia
variabilidad de géneros microbianos entre muestras y una alta presencia de
posibles contaminaciones. Ademds, la presencia de especies con potencial
probidtico fue menor a la esperada. Mediante este estudio se concluyé que la
kombucha es susceptible de presentar tanto microorganismos beneficiosos
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como perjudiciales para la salud, poniendo de manifiesto la necesidad de
endurecer las medidas higiénicas y la legislacién en torno a la produccion
de kombucha y otras bebidas probidticas.

Palabras clave: kombucha; probidticos; contaminaciones; MALDI-
TOF; secuenciacién.

ABSTRACT: Kombucha is a very popular beverage, which is rising
interest in recent years for its apparent probiotic properties. Here, we
isolated and identified microorganisms present in a homemade kombucha
starter culture and three commercial brands of kombucha to determine and
compare their microbial composition. Matrix Assisted Laser Desorption/
Ionization-Time of Flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) and
Sanger sequencing were used to identify bacteria and yeasts. We analyzed the
MALDI-TOF MS spectra and the nucleotide sequences derived from
the taxonomic marker genes for fungi (ITS) and bacteria (16S rRNA). The
results showed a wide biodiversity of microbial genera among the samples
and a high presence of putative contaminations. The presence of species with
probiotic potential was lower than expected. Overall, we concluded that
kombucha could harbor both potentially beneficial and putative harmful
microorganisms, revealing and highlighting the necessity to harden and
improve the hygienic measures and legislation around the production of
kombucha and other probiotic beverages.

Keywords: kombucha; probiotics; contaminations; MALDI-TOF;
sequencing.

1. INTRODUCCION

La kombucha es un té negro o verde azucarado y fermentado por una simbiosis
entre bacterias y levaduras que se encuentran incrustadas en una capa de celulosa
microbiana, lo que recibe el nombre de SCOBY (del inglés Symbiotic Culture
Of Bacteria and Yeast) (Marsh et al., 2014; Arikan et al., 2020; May et al., 2019).

La kombucha comenzé siendo una bebida casera tradicional que con el
tiempo se ha industrializado y se ha convertido en una bebida altamente consu-
mida (Arikan et al., 2020). El creciente interés por los productos fermentados y
probidticos impulsé el consumo de esta bebida, a la que se le atribuyen propieda-
des probidticas beneficiosas para la salud. Sin embargo, su composicién y efectos
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no estdn del todo investigados y las propiedades probidticas no se han asociado
directamente con los microorganismos presentes en la kombucha (Marsh et al.,
2014; Vargas et al., 2021).

Durante la fermentacidn de la kombucha existen dos componentes dife-
renciados: la capa de celulosa microbiana y el caldo de debajo de esta. Algunos
estudios se basan en la caracterizacién de microorganismos tanto de la pelicula
celulésica como del caldo, mientras que existen otros estudios que investigan la
composicién microbiana en distintos dias de fermentacion (Marsh ez al., 2014;
Arikan et al., 2020).

Generalmente, la simbiosis estd conformada por bacterias dcido-acéticas
(BAA), bacterias lacticas (BAL) y levaduras, todas ellas consideradas con poten-
cial probiético (Marsh er al., 2014; Arikan et al., 2020). Ademds, es muy probable
encontrar microorganismos contaminantes e incluso patégenos oportunistas, ya
que generalmente la kombucha casera se elabora en ambientes no asépticos y a
partir de un cultivo iniciador que no estd del todo caracterizado en cuanto a los
microorganismos que contiene (Nguyen et al., 2015).

2. OBJETIVOS

En este trabajo nos planteamos tres objetivos: i) aislamiento de microorganis-
mos de una muestra de SCOBY vy tres muestras de diferentes marcas comerciales
de kombucha, ii) identificacién de los microorganismos aislados mediante una
combinacién de espectrometria de masas (EM) MALDI-TOF (Matrix Assisted
Laser Desorption/Ionization-Time of Flight) y secuenciacién Sanger y iii) compa-
racion de las distintas microbiotas asociadas a los cultivos szarzer y kombuchas
comerciales.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Muestras y medios de cultivo

Se seleccionaron 4 muestras: SCOBY (vendedor particular) y MC1, 2 y 3
(Marca Comercial 1, 2 y 3). Se seleccionaron y prepararon los medios de cultivo
enumerados en la Tabla 1.

Ediciones Universidad de Salamanca / FarmaJournal, vol. 7, nam. 2 (2022), pp. 29-39

[31]



OANA MARIA MACIUCA; FERNANDO SANCHEZ-JUANES; ESTHER MENENDEZ
AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS PRESENTES EN BEBIDAS PROBIOTICAS:

EL CASO DE LA KOMBUCHA

Tasra 1. Medios de cultivo utilizados en este trabajo

(Sigma-Aldrich)

peptonizada 10 gL}, jugo de tomate 20 gL' +
agar 11 gLt

Medio de Composicién Microorganismo
cultivo P diana
D-manitol 25 gL}, extracto de levadura 5 gL}, Bacterias 4cido-
MYP peptona bacteriolégica 3 gL, CaCO, 20 gL'y acéticas (AAB)
vinagre de vino filtrado 10 mL L' + agar 15 gL}
TIA Hidrolizado enzimético de caseina 10 gL!, leche | Bacterias dcido-

licticas (LAB) y
levaduras

MRS
(Sigma-Aldrich)

Citrato de hidrégeno diaménico 2 gL, fosfato
de hidrégeno dipotdsico 2 gL!, D (+)-glucosa
20 gL, sulfato de magnesio 0,1 gL}, sulfato de
manganeso 0,05 gL, extracto de carne 5 gL,
acetato sédico 5 gL}, peptona universal 10 gL,
extracto de levadura 5 gL' + agar 12 gL*!

Bacterias icido-
lacticas (LAB)

PCA Dextrosa 1 gLl triptona 5 gL, extracto de Bacterias
(Sigma-Aldrich) | levadura 2,5 gL' + agar 9 gL
; -1 1
PDA (Difco) Feculia de patata 4 gL}, dextrosa 20 gL! + agar Hongos
15 gLt
. -1
YGC Extracto dle levadura 5 gL, glucosa 20 gL Levaduras
agar 15 gL
M2Lev Extracto de malta 20 gL, extracto de levadura Hongos
3 gLt +agar 15 gL filamentosos

3.2. Tratamiento de las muestras

Se llevaron a cabo diluciones seriadas de las muestras. Para el SCOBY, se frag-
menté un trozo de pelicula junto con caldo con ayuda del vértex hasta obtener
una muestra homogénea. Se sembraron las placas con las distintas diluciones y se
incubaron a 28-30 °C durante 24-72 horas.

Una vez observado crecimiento, se llevaron a cabo recuentos de colonias en
las placas de la dilucién que presentasen entre 30 y 300 unidades formadoras de
colonias (UFC) y se calcul6 la carga microbiana (UFC/mL). A continuacion, se
aislaron las colonias por el método de agotamiento en estria.
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33. EM MALDI-TOF

Se sembraron las cepas aisladas en placas de agar divididas en varias seccio-
nes. Una vez incubadas y crecidas, se inici6 el proceso de extraccion de proteinas
(Ferreira et al., 2011).

La EM MALDI-TOF permite identificar microorganismos mediante el andli-
sis de proteinas ribosémicas de cada uno (Maldonado et al., 2018; Relloso et al.,
2015). Mediante EM MALDI-TOF se obtiene un espectro de masas que muestra
la relacién masa/carga frente a intensidad absoluta, representado en forma de
picos. Cada uno de esos picos es una proteina diferente.

El perfil de proteinas ribosémicas del microorganismo es Gnico para cada
especie. Independientemente de las condiciones a las que esté €Xpuesto un microor-
ganismo, hay determinadas proteinas constantes que se mantienen (Maldonado et
al.,2018). De esta forma, el espectro de masas de las proteinas del microorganismo
problema es comparado frente a una base de datos de espectros de referencia y,
segtin las similitudes que presenten, el programa emite un resultado y un valor de
puntuacién o score (Maldonado er al., 2018; Relloso et al., 2015). En este estudio
se compararon las cepas problema frente a dos bases de datos: una primera, previa
a la secuenciacién (Maldi Biotyper 3, base de datos con 4111 referencias [MSPs],
Bruker Daltonics), y una segunda, posterior a la secuenciacién (Maldi Biotyper
3, base de datos con 9997 referencias [MSPs], Bruker Daltonics).

3.4. Secuenciacion Sanger

Se procedié a identificar por secuenciacién aquellas cepas que no habfan sido
identificadas por el método EM MALDI-TOE Se extrajo su ADN y se amplificé
el gen del ARNTr 16S en el caso de bacterias y la regiéon ITS (Internal Transcribed
Spacer) en el caso de hongos por PCR convencional. Se comprob6 la amplificacion
mediante electroforesis en gel de agarosaal 1 %.

Una vez obtenidos los amplicones, se procedi6 a purificar el ADN con el
kit “DNA Clean & Concentrator®-5” (ZYMO RESEARCH). Las muestras se
secuenciaron en Macrogen, Inc. y se editaron con el programa informético BioEdit
(SAS Institute Inc.). Las secuencias obtenidas se analizaron mediante Nucleotide
BLAST® de NCBI (National Center for Biotechnology Information), que compara
una secuencia problema frente a secuencias de referencia de una base de datos.
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4. RESULTADOS
4.1. Recuento de colonias

Se llevé a cabo el recuento de colonias de cada muestra para conocer la carga
microbiana de estas. Se observé una mayor concentracién de microorganismos
en la muestra de SCOBY (10°) que en cualquiera de las muestras comerciales

(10*) de kombucha.

4.2. Aislamiento e identificacion de microorganismos

Se aislaron cepas morfolégicamente diferentes de cada muestra, obteniéndose
un total de 54 cepas aisladas.

Por el método de EM MALDI-TOF se identificaron 29 cepas de las 54 cepas
aisladas. Las cepas que no se consiguieron identificar por EM MALDI-TOF se
secuenciaron por Sanger, identificindose 12 cepas, de las cuales solamente 5 fueron
identificaciones nuevas adicionales al EM MALDI-TOE

En definitiva, respecto a las 54 cepas de las que se parti6, un 53.7 % de estas fue
identificado por EM MALDI-TOF y un 9.3 % fue identificado por secuenciacion.
Por lo tanto, se identificé un 63 % de las cepas aisladas (Tabla 2).

TasLa 2. Cepas identificadas por EM MALDI-TOF y Sanger.
Clo: cloranfenicol, Chx: cicloheximida

Muestra M. aislam. Dilucién Nombre cepa ID ID mas cercana Score Secuenc.
SCOBY MRS + Chx -4 SMRS4.1 MALDI 1D poco fiable 1.485 -
SCOBY MRS + Chx -4 SMRS4.2 MALDI ID poco fiable 1.365 -
SCOBY PCA + Chx -4 SPCA4.3 MALDI 1D poco fiable 1.499 -
SCOBY PDA + Clo -4 SPDA4.4 MALDI 1D poco fiable 1.547 -
SCOBY PDA + Clo -4 SPDA4.5 MALDI Candida krusei [ana] (Issatchenkia orientalis [teleo]) 2.279 -
SCOBY YGC +Clo -4 SYGC4.6 MALDI D poco fiable 1.556 -
SCOBY YGC + Clo -4 SYGC4.7 MALDI Candida krusei [ana] (Issatchenkia orientalis [teleo]) 2.369 -
SCOBY M2lev+Clo -4 SM2Lev4.8 MALDI Candida krusei [ana] (Issatchenkia orientalis [teleo]) 2.141 -
SCOBY M2lev+Clo -4 SM2Lev4.9 MALDI 1D poco fiable 1.385 -
SCoBY TIA -4 STJIA4.10 MALDI Candida krusei [ana] (Issatchenkia orientalis [teleo]) 2.291 -
SCOBY TIA -4 STJA4.11 MALDI Candida krusei [ana] (Issatchenkia orientalis [teleo]) 2.359 -
SCOBY TIA -4 STJA4.12 MALDI Candida krusei [ana] (Issatchenkia orientalis [teleo]) 2.396 -
SCOBY TIA -4 STIA3.13 A MALDI Zygoascus meyerae 2.040 Si
SCOBY TIA -4 STJA4.13 B MALDI Candida krusei [ana] (Issatchenkia orientalis [teleo]) 2.316 -
SCOBY M2lev+Clo -4 SM2Lev4.14 MALDI Zygoascus meyerae 1.800 -
SCOBY PDA + Clo -4 SPDA4.15 MALDI Candida krusei [ana] (Issatchenkia orientalis [teleo]) 2.517 -
SCOBY PCA + Chx -4 SPCA4.16 MALDI Hanseniaspora opuntiae 1.760 -
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MC1 M2lev+Clo -3 M1M2Lev3.17 MALDI Candida robusta [ana] (Saccharomyces cerevisiae [teleo]) 2.304 -
MC1 M2Lev + Clo -3 M1M2Lev3.18 MALDI Schizosaccharomyces pombe 1.781 -
MC1 YGC + Clo -3 M1YGC3.19 MALDI Schizosaccharomyces pombe 1.877 -
MC1 YGC + Clo -3 M1YGC3.20 MALDI 1D poco fiable 1.489 -
MC1 PDA + Clo -3 M1PDA3.21 MALDI Schizosaccharomyces pombe 1.880 -
MC1 PDA +Clo -3 M1PDA3.22 MALDI 1D poco fiable 1.402 Si
MC1 TIA -3 M1TJA3.23A  MALDI D poco fiable 1.623 Si
MC1 TIA -3 M1TJA3.23B  MALDI Candida krusei [ana] (Issatchenkia orientalis [teleo]) 2.280 -
MC1 TIA -3 MI1TIA3.24 MALDI Schizosaccharomyces pombe 1.819 -
MC1 MRS -3 M1MRS3.25 MALDI 1D poco fiable 1.342 -
Mc2 MRS -3 M2MRS3.26 MALDI Brettanomyces bruxellensis 2.060 -
Mc2 PDA -3 M2PDA3.27 MALDI 1D poco fiable 1.416 Si
Mc2 M2Lev -3 M2M2Lev3.28 MALDI D poco fiable 1.419 Si
MC2 YGC -3 M2YGC3.29 MALDI D poco fiable 1.380 -
mC2 PCA -3 M2PCA3.30 MALDI ID poco fiable 1.359 -
Mc2 PCA -3 M2PCA3.31 MALDI 1D poco fiable 1.271 -
Mc2 PCA -3 M2PCA3.32 MALDI Corynebacterium mucifaciens 1.902 Si
MC2 PCA -3 M2PCA3.33 MALDI D poco fiable 1.435 Si
MC3 TIA -3 M3TJA3.35 MALDI 1D poco fiable 1.495 -
mMc3 TIA -3 M3TJA3.36 MALDI Schizosaccharomyces pombe 1.700 -
McC3 YGC -3 M3YGC3.37 MALDI 1D poco fiable 1.354 -
McC3 YGC -3 M3YGC3.38 MALDI 1D poco fiable 1.409 -
MC3 PDA -3 M3PDA3.39 MALDI 1D poco fiable 1.267 -
MC3 PDA -3 M3PDA3.40 MALDI 1D poco fiable 1.451 -
Mmc3 PDA -3 M3PDA3.41 MALDI ID poco fiable 1.437 -
mc3 M2Lev -3 M3M2Lev3.42 MALDI Brettanomyces bruxellensis 1.920 Si
Mmc3 M2Lev -3 M3M2Lev3.43 MALDI ID poco fiable 1.354 -
Mc3 MRS -2 M3MRS2.46 MALDI ID poco fiable 1.426 -
MC3 MRS -2 M3MRS2.47 MALDI Oenococcus oeni 2.170 -
mc3 PCA D M3PCAD.48 MALDI Bacillus cereus 1.915 Si
mc3 PCA D M3PCAD.49 MALDI  Bacillus simplex 2.194 Si
mcC3 M2Lev D M3M2LevD.50 MALDI D poco fiable 1.457 -
Mc3 M2Lev D M3M2LevD.51 MALDI Bacillus subtilis 2.539 -
Mmc3 PDA D M3PDAD.52 MALDI Bacillus cereus 2.165 -
Mmc3 TIA -3 M3TJA3.53 MALDI Schizosaccharomyces pombe 1.766 Si
Mmc3 M2Lev -3 M3M2Lev3.54 MALDI Schizosaccharomyces pombe 1.844 -
MC3 PCA D M3PCAD.55 MALDI Bacillus megaterium 1.867 Si
Nombre cepa  Especie mis cercanatipo %Ident. N2 Acceso Especie mds cercana no tipo %Ident. N2Acceso
STIA3.13A Cutibacterium acnes DSM 1897" 93.27% _CP025934.1 _|Uncultured bacterium clone Ce.so-M-DM-HN-2-179 93.61% HQ639500.1
M1PDA3.22  Brettanomyces bruxellensis CBS 72" 99.48% NR_165974.1 |Brettanomyces bruxellensis CBS 72 99.48% NR_165974.1
M1TJA3.23A  Moraxella osloensis strain NCTC 10465 98.82% KT989843.1 _|Moraxella osloensis strain 15a42 98.98% M2z452133.1
M2PDA3.27  Brettanomyces bruxellensis CBS 72" 99.48% NR_165974.1 |Brettanomyces bruxellensis CBS 72 99.48% NR_165974.1
M2M2Lev3.28  Brettanomyces bruxellensis CBS 72" 98.70% NR_165974.1 |Brettanomyces bruxellensis culture CBS:2547 99.21% KY103311.1
M2PCA3.32  Corynebacterium mucifaciens CIP 105129 strain DMMZ 2278" 99.32% NR_026396.1 [Uncultured bacterium clonencm02h02c1 99.55% KF075917.1
M2PCA3.33 Bacillus australimaris strain MCCC 1A05787" 98.86% MNO077148.1 |Bacilluspumilus strain E97CS5 98.96% MK474954.1
M3M2Lev3.42  Brettanomyces bruxellensis CBS 72" 99.21% NR_165974.1 |(Brettanomyces bruxellensis CBS 72 99.21% NR_165974.1
M3PCAD.48  Bacillus paranthracis strain MCCC 1A00395" 97.46% MK508861.1 [Uncultured bacterium clone’5_Am_80 97.69% KMA464182.1
M3PCAD.49  [Brevibacterium ) frigoritolerans strain DSM8801" 94.93% MK424281.1 [Bacterium S27 95.05% JX293312.1
M3TJA3.53 Oenococcus oeni strainJCM6125" 99.40% 1C071842.1  [Oenococcus oeni strain OE37 99.40% CP053280.1
M3PCAD.55 illus zeae strain 6R2" 95.14% NR_145868.1 ibacillus lautus strain Q1.1.2.M17 95.14% MT515771.1

4.3. Diferencias entre muestras

Las muestras presentaron diferencias significativas en su composicién micro-
biana. De las especies identificadas, ninguna fue identificada en todas las 4 mues-
tras y solamente una especie aparece en 3 de las muestras (MC1, MC2 y MC3)
(Figura 1).
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SCOBY

23

1.Candida krusei

2. Zygoascus meyerae
3.Hanseniaspora opuntiae

4. Candida robusta
5.Schizosaccharomyces pombe

=

6. Brettanomyces bruxellensis
7.Moraxella osloensis
8.Corynebacterium mucifaciens
9. Bacillus australimaris 4 7
10. Oenococcus oeni
11. Bacillus cereus
12. Bacillus simplex MC1
13. Bacillus subtilis
14. Bacillus megaterium

(&3]

10 11 12 13 14

MC3

Figura 1. Diagrama de Venn en el que se observan aquellas especies que comparten
o no entre las distintas muestras.

En el SCOBY, se identificaron 3 especies, destacando el elevado porcentaje de
cepas pertenecientes a Candida krusei. En la cepa STJA3.13 A existe una incon-
gruencia, puesto que la especie identificada por EM MALDI-TOF (Zygoascus
meyerae) no coincide con la identificada por secuenciacion (Cutibacterium acnes)
(Tabla 2). En la Marca Comercial 1 (MC1), se identificaron 5 especies, siendo
Scbzzosaccharomyces pombe la presente en mayor porcentaje, seguida por especies
del género Candida. En la Marca Comercial 2 (MC2), se identificaron 3 especies,
destacando Brettanomyces bruxellensis. La cepa M2PCA3.32 se identificé tanto por
EM MALDI-TOF como por secuenciacién, obteniéndose por ambos métodos la
especie Corynebacterium mucifaciens (Tabla 2). En la Marca Comercial 3 (MC3),
se identificaron 7 especies, destacando Schizosaccharomyces pombe y Bacillus
cereus. Se observaron incongruencias en las identificaciones por EM MALDI-
TOF y secuenciacién de 4 cepas (Tabla 2).

5. Discusion

En este estudio se analiz6 la composicién de 4 muestras de kombucha (el
cultivo starter o SCOBY vy tres de distintas marcas comerciales). La probabilidad
de encontrar contaminaciones era mayor en el caso del SCOBY al provenir de un
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vendedor particular. Por el contrario, no se esperaba encontrar ninguna conta-
minacién en las marcas comerciales, puesto que son productos regularizados a
disposicién del consumidor.

En el caso del SCOBY destaca la presencia de un alto porcentaje de Candida
krusei, una especie patégena causante de infecciones. Esto podria indicar que en la
elaboracion de kombucha casera no se cumplan las medidas higiénicas necesarias,
produciéndose asi contaminaciones (Nguyen er al., 2015). También se identificé
la especie Hanseniaspora opuntiae, una levadura detectada en la fermentacion
de granos de cacao (Papalexandratou ez al., 2013) y en el biofilm de una muestra de
kombucha de un estudio previo (Mas er al., 2022). Ademds de esta especie,
Hanseniaspora valbyensis ha sido identificada en muestras de kombucha de otros
estudios (Mas et al., 2022).

La MC1 presenta un alto porcentaje de levaduras de la especie Schizosac-
charomyces pombe, identificada previamente en muestras de kombucha (May ez
al., 2019). Se identific6 también la especie Candida robusta, que es el anamorfo
de Saccharomyces cerevisiae, una levadura detectada en muestras de kombucha
y demds bebidas probidticas y cuyo potencial probiético ha sido comprobado
en estudios previos. En la MC1 vuelve a aparecer Candida krusei, lo cual indica
que esta muestra también sufrié contaminaciones. Los géneros Saccharomyces
y Candida han sido identificados en otros productos probidticos, tales como la
masa madre y el kéfir (May et al., 2019).

Por secuenciacion se identificé Brettanomyces bruxellensis, una de las leva-
duras mayoritarias en muestras de kombucha de estudios previos (Marsh et al.,
2014; May er al., 2019; Angela et al., 2020), junto con la inica especie bacteriana
de la muestra, Moraxella osloensis, que ha sido aislada en otras ocasiones de la piel
humana y de ropa himeda, de manera que no es habitual encontrarla asociada a
alimentos.

En la MC2 la tnica levadura identificada fue Brettanomyces bruxellensis, de
forma que es la muestra que menor variedad de levaduras presenta (Angela et al.,
2020). Esta es la responsable del sabor caracteristico de la kombucha (Marsh ez
al.,2014; Nguyen et al., 2015) y de favorecer la produccion de dcido glucurénico,
una sustancia con propiedades desintoxicantes, por parte de las BAA (Nguyen ez
al., 2015). También aparece el género Bacillus, presente en el etiquetado de marcas
comerciales de kombucha de otros estudios.

La MC3 presenta un mayor porcentaje de bacterias que de levaduras, al
contrario que el resto. Destaca la presencia de la especie B. cereus, una especie
de bacterias en la que se han descrito numerosas cepas productoras de toxinas
causantes de intoxicaciones alimentarias. No es habitual encontrar esta especie en
bebidas probiéticas. Sin embargo, la especie Bacillus subtilis presente en la MC3
ha sido reportada como un probiético incluido en kombucha comercial.
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También se identific la especie Oenococcus oeni, una bacteria lictica presente
en vino, vinagre y kombucha (Lorentzen ez al., 2019). Las BAL han demostrado
ser potentes probidticos beneficiosos para la salud, de forma que la identificacién
de unatinica BAL en las distintas muestras no es un buen indicio, sino que deberia
haber una mayor presencia de este tipo de bacterias.

Respecto a las incongruencias detectadas en la Tabla 2, podrian deberse a la
presencia de mas de una cepa en la muestra o a errores en la identificacién, ya que
en alguna ocasién por un método se detecta un hongo y por el otro una bacteria,
de forma que no se puede asegurar ninguna identificacién como correcta.

6. CONCLUSIONES

Como conclusiones directas de este trabajo podemos decir que las levaduras
mayoritarias de las distintas muestras han sido Candida krusei, Schizosaccharomyces
pombe y Brettanomyces bruxellensis. En el caso de las bacterias se ha observado
una mayor variabilidad entre muestras.

Esta bebida puede presentar tanto microorganismos beneficiosos como
perjudiciales para la salud, sobre todo en cultivos starter de origen poco fiable.
Las medidas higiénicas y la legislacion para la produccién de kombucha y otras
bebidas probidticas deben endurecerse para evitar contaminaciones y adultera-
ciones del producto.
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