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1. INTRODUCCION

La kombucha es una bebida producida a raiz de la fermentacion de un consorcio de
microorganismos, compuesto por levaduras y bacterias, sobre una infusion de té con
azucar, que resulta en una bebida ligeramente dulce y con un toque de acidez (llliana,
2007).

Es originaria de Asia Oriental, su primer uso registrado fue durante el imperio chino de
la dinastia Tsin, en el 221 AC. (Delgado, 2015), donde era conocido como el Divino
Tsche, debido a sus “propiedades magicas” (Illiana, 2007). Méas adelante se introdujo en
Corea y Japén para tratar los problemas gastrointestinales del emperador, y a través de
distintos viajeros, se expandié por el este de Asia llegando a Rusia, y después, a Alemania
(Kombucha - Unabhéngige Infoseite, s. f.). Actualmente, esta bebida cada vez esta
alcanzando mayor popularidad debido a los beneficios que posee (llliana, 2007).

El libro “Kombucha, bebida saludable y remedio natural del lejano oriente”, del autor
Aleméan Giinter Frank, es uno de los més significativos dedicados Unicamente a la
kombucha. En él, ademas de explicar todo lo necesario para fabricarla, Frank habla sobre
los beneficios para la salud al beberla, ya que, ademas de conservar las caracteristicas del
té en el que crece, que posee polifenoles y una alta capacidad antioxidante (De la Montafia
Duran-Barrantes, 2022). La kombucha tiene efectos tanto probi6ticos, relacionados con
una mejora digestiva, favoreciendo la absorcién y metabolismo de nutrientes ya que
contienen bacterias beneficiosas para la salud intestinal, como prebidticos, que sirven de
alimento para estas bacterias beneficiosas (De la Montafia Duran-Barrantes, 2022). Otros
beneficios relacionados con el consumo de kombucha incluirian propiedades
anticancerigenas (Jayabalan et al., 2011), efectos beneficiosos en la gestion de la diabetes
(Aloulou et al., 2012), o contribucion a la reduccion de la inflamacion y mejora del
sistema inmunoldgico (Leal et al., 2018).

La kombucha tiene una composicion microbiana con diversidad de géneros, entre los que
se pueden encontrar: Gluconobacter, Acetobacter, Gluconacetobacter, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces y Lactobacillus (Jayabalan et al., 2014). Las especies de
microorganismos presentes en la kombucha varian dependiendo de factores como la
fuente de carbono que se emplee y su cantidad, el tipo de té, los metabolitos producidos
durante la fermentacién o la temperatura ambiental (Laavanya et al., 2021).

Dentro de este ecosistema microbiano, hay unos géneros que son capaces de producir
celulosa, un biopolimero que se forma durante el proceso de fermentacion. Los géneros
gue se encargan de la produccion de celulosa microbiana en la kombucha son
Gluconobacter, Acetobacter, y Gluconoacetobacter (Salazar-Manzanares et al., 2023).
Estas bacterias, Gram-negativas, aerébicas y catalasa positivas, convierten la glucosa en
acido gluconico y los alcoholes producidos por las levaduras en acido acético y luego
sintetizan la celulosa (Gullo et al., 2018). La celulosa microbiana se produce fuera de la



célula en forma de fibrillas que se unen a la célula bacteriana formando una biopelicula o
biofilm que flota sobre la superficie del liquido, protegiendo a los microorganismos de la
kombucha, y es denominada SCOBY (Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast)
(Podolich et al., 2017). Esta forma de producir celulosa tiene la ventaja de que el biofilm
crece rapidamente bajo condiciones controladas. Ademas, la estructura de las fibrillas de
celulosa formada, ensambladas en estructuras tridimensionales, puede retener mucha
agua, lo que confiere al biofilm gran conformabilidad y elasticidad cuando esta himedo
(Villarreal-Soto et al., 2018).

Los biofilms, ademas de ser materiales ecoldgicos y renovables debido a que son
biodegradables, presentan diferentes caracteristicas, como una buena elasticidad,
resistencia mecanica y gran capacidad de absorcion de liquidos, que los hacen muy
atractivos en el &mbito industrial (Avcioglu et al., 2021). De hecho, han sido empleados
en ambitos como la electronica, la industria alimentaria, en medicina y dispositivos
biomédicos, empaquetado de comida, o la industria textil (Laavanya et al., 2021).
Optimizar la produccion de estos biofilms utilizando medios de bajo costo podria suponer
un cambio en la dinamica de la industria.

La industria de la moda es considerada la segunda méas contaminante del mundo, solo
superada por la industria petrolera (Cuetara & Garcia, 2021). En la conferencia de las
naciones unidas para el comercio y desarrollo (UNCTAD), se afirma que el rubro del
vestido produce mas emisiones de carbono que todos los vuelos y envios maritimos
internacionales juntos, cada afio utiliza 93.000 millones de metros cubicos de aguay tiran
al mar medio millén de toneladas de microfibras, lo que equivale a 3 millones de barriles
de petroleo (Cuetara & Garcia, 2021). Ademas, en Europa, las etapas correspondientes a
la produccidn textil son las principales responsables del impacto ambiental de esta
industria, siendo mucho menos significativos los impactos ambientales producidos
durante otras etapas como la distribucion o su fin de vida (Gallissa, 2017).

La utilizacion del SCOBY en la industria textil, como “biotejido”, podria suponer una
manera de abogar por la sostenibilidad en este sector tan contaminante, y dependeria,
principalmente, de la automatizacion del proceso de produccion del biofilm. Disefiar un
proceso universal para la fabricacion de este material es un objetivo que ha experimentado
una considerable evolucion en los ultimos afios, no solo para lograr eficiencia, sino
también para asegurar una calidad constante, estandarizacion, y optimizacion de costos
en la produccién (Redondi, 2023). Para el correcto disefio de este proceso automatizado,
se deben tener en cuenta las diferentes caracteristicas que afectan al SCOBY, tanto de
manera fisica como a la comunidad microbiana que lo compone.

Uno de los parametros que mayor impacto tiene sobre las caracteristicas del biofilm seria
el in6culo empleado en la elaboracion de la kombucha. Diferentes indculos afectan no
solo a la fermentacion, sino también a la textura, el grosor y la estabilidad del SCOBY.
Por ejemplo, el uso de indculos con una alta concentracion de microorganismos puede
favorecer un crecimiento mas robusto del biofilm, lo que supondria una mayor produccién
de biomasa y una estructura mas densa (Fernandes et al., 2024). Como otro ejemplo, el



tipo de indculo puede afectar a la viabilidad de las bacterias &cido-acéticas, que son
fundamentales para la produccion de acido acético, que a su vez impacta en la formacion
y estabilidad del SCOBY durante el proceso de fermentacion (Maciuca et al., 2022).

Por otro lado, la relacion entre el inoculo y el sustrato también es fundamental. El tipo de
té utilizado en la elaboracion de la kombucha tiene un impacto significativo en las
caracteristicas del biofilm, cada tipo de té aporta diferentes nutrientes y compuestos
bioactivos, lo que puede resultar en variaciones en los microorganismos y, por ende, en
las caracteristicas fisicas del biofilm (Zailani & Adnan, 2022). Por ejemplo, el uso de té
negro ha mostrado generar un ambiente que favorece la proliferacion de bacterias acido-
aceticas que participan en la formacion de la pelicula de celulosa (Njieukam, 2024).

Otra cosa a tener en cuenta para la utilizacion del biofilm de kombucha como “biotejido”
seria la optimizacién del precio de su produccion, pues seria importante contar con un
modelo que fuese lo mas econdmico posible para que su utilizacién en la industria fuera
viable.

En la estandarizacion de la produccién de un tejido en la industria textil, algunas de las
caracteristicas fisicas mas valoradas incluyen su resistencia, que determina la capacidad
del tejido para soportar deformaciones sin romperse, la flexibilidad o elasticidad, que
influye en cdmo se adapta el tejido al cuerpo, la textura, que no solo afecta a la estética
del producto, sino que también puede influir en la percepcién de calidad por parte del
consumidor, por ejemplo, tejidos mas rugosos son generalmente menos valorados en la
moda (Castro & Salas, 2022) o la presencia de agujeros, que puede hacer que el tejido sea
menos reproducible (Chavez et al., 2023).

Otro parametro interesante para estudiar en los tejidos es la capacidad de retencion de
agua o WHC (Water Holding Capacity), en especial en los tejidos fabricados con celulosa
microbiana, ya que este parametro esté relacionado con su elasticidad y resistencia. Una
mayor capacidad de retencion de agua supone una estructura de nanofibras mas sueltas o
separadas, que retienen mejor el agua (Avcioglu et al., 2021), esto implicaria una mayor
flexibilidad en el material de celulosa, ya que, al estar las nanofibras menos compactas,
la celulosa podria ser mas elastica. Sin embargo, esto también podria implicar una menor
dureza en el material, ya que, al presentar una estructura mas suelta, el material tendria
menor densidad (Kramar & Gonzélez-Benito, 2022). Sin embargo, cuando estos
materiales de celulosa estan secos, la dinamica cambia, pues un biofilm con un WHC alto,
se vera mas afectado por la pérdida de agua, sufriendo un mayor cambio en su estructura
gue un material con un WHC mas bajo. Esto se debe a que los materiales con alta WHC
tienden a contener mas agua en su estructura, por lo que sus propiedades fisicas y
caracteristicas mecanicas dependen en gran medida de la presencia de agua (Samyn,
2013).

El objetivo de este trabajo es la comparacion de los biofilms de kombucha cultivada a
partir de diferentes indculos y tipos de té. Para ello, se estudiaran las comunidades
microbianas presentes en las kombuchas, asi como las caracteristicas fisicas del biofilm
que pueden afectar a su viabilidad como tejido. Esperamos encontrar diferencias en las



caracteristicas del biofilm dependiendo del tipo de indculo empleado, siendo un in6culo
adquirido especializado para el cultivo de kombucha el que mejor reproducibilidad,
textura y grosor ofrezca a los biofilms, debido a que ya procede de un proceso industrial
y contara con una concentracién de microorganismos favorable para el crecimiento del
biofilm. Ademas, se anticipa que el tipo de té también causara que se formen biofilms con
diferentes caracteristicas: el uso de un té con un precio mas elevado como sustrato
aportara una mejor concentracion de nutrientes para el crecimiento de una comunidad
microbiana con una buena proporcion de bacterias acéticas, que mejoraran la formacion
del biofilm, debido a que el sustrato sera de mejor calidad.

De esta manera, conociendo la importancia de utilizar in6culos mas o menos accesibles
y tés mas caros o econdmicos en las caracteristicas del biofilm, y como esto afecta a su
calidad como tejido, estaremos contribuyendo a la estandarizacion del proceso de
fabricacion de un tejido sostenible y su posible utilizacién en una industria tan
contaminante como la industria textil.

2. MATERIALES Y METODOS

Cultivo de kombucha

Se realiz6 un experimento factorial completo con dos factores: En primer lugar, el in6culo
empleado en la kombucha, con dos tipos de indculos diferentes y, en segundo lugar, el
sustrato de té, con dos tipos de té. El estudio se dividié en 4 tratamientos con 8
repeticiones.

Para obtener la kombucha, primero se prepararon dos indculos iniciales. Estos se
realizaron en 800mL de agua destilada y esterilizada y, siguiendo las instrucciones de
Aedo (2011), se afiadieron 6g de té negro y 85¢g de azucar blanco. Luego se dejaron enfriar
hasta que la mezcla de té estuvo atemperada. Para cada tratamiento se emplearon
diferentes indculos. Mientras que en el primero se adquirié un disco de SCOBY de un
productor de kombucha, el segundo in6culo provino de los posos de una kombucha de la
marca Komvida, que, tras descartar la parte superior de liquido de la botella, se centrifugd
a 2500 revoluciones durante 7 minutos y medio para concentrar el indculo. Una vez
descartado el sobrenadante, se utilizé el precipitado obtenido como indculo depositandolo
en el vaso de té. Estos medios se taparon con un pafio esterilizado en autoclave y se
dejaron a temperatura ambiente y en oscuridad durante 25 dias, para que crecieran los
biofilms. Tras esto, se prepararon los recipientes utilizados para el estudio, 32 vasos de
vidrio esterilizados en autoclave donde se dispusieron 100mL de medio de cultivo de té
antes descrito.

El primer tratamiento (1C), contenia el indculo de la kombucha comprada al proveedor y
un té negro de la marca twinings, con un precio més elevado (estimado en unos 0,105€/g),
mientras que en el segundo (1B), con el mismo indculo, se empled té negro de la marca



ship, una marca mas econoémica (precio estimado en unos 0,033€/g). El tercer tratamiento
(2C) y el cuarto (2B) fueron inoculados a partir del biofilm obtenido de la kombucha de
komvida, y se emplearon el té méas caro y el mas barato respectivamente. En la preparacion
de los tés se utilizé el mismo procedimiento anteriormente descrito, con las mismas
cantidades de té y azUcar. Estas preparaciones se taparon con pafios esterilizados y se
incubaron en una estufa a 27 grados durante 10 dias.

Una vez que los biofims hubieron crecido, se analizaron distintos pardmetros. Por un lado,
se hizo una cuantificacion de algunas caracteristicas fisicas de los biofilms, incluyendo la
capacidad de retencion de agua, la rugosidad de las muestras, el nUmero de agujeros que
pudieran presentar y por ultimo la resistencia a la rotura de los biofilms. Por otro lado, se
hizo un estudio microscépico de las kombuchas, incluyendo el conteo de las unidades
formadoras de colonias, aislamiento de cepas, tincion Gram y observacién al microscopio
y pruebas enzimaticas, asi como se estudio el crecimiento de las cepas en un medio con
carboximetilcelulosa como Unica fuente de carbono.

Cuantificacion de las caracteristicas fisicas de los biofilms

Water Holding Capacity

El Water Holding Capacity (WHC) o la capacidad de retencion de agua equivale al peso
del agua retenida por el peso seco del biofilm (Watanabe et al., 1998). Se utiliza esta
medida ya que esta relacionada con la porosidad y la superficie de la matriz de fibras de
celulosa que forma el biofilm (Ul-Islam et al., 2012).

Para calcular el WHC se empled el método descrito por Schrecker y Gotomski (2005), en
el que cada biofilm fue agarrado por pinzas, colocado en un tamiz y sacudido rapidamente
un par de veces. Tras esto se anotaron sus pesos utilizando una bascula (ABJ220-4NM,
Kern & Shon, Alemania). Después, se dejaron secar a temperatura ambiente y, tras 7 dias,
se volvieron a pesar en la misma balanza.

Para calcular el WHC se utiliz6 la siguiente férmula (Schrecker & Gotomski, 2005), en
la que la masa de agua eliminada durante el secado supone la diferencia entre el peso
inicial y el final:

masa de agua eliminada durante el secado (g)

H =
WHC peso seco del biofilm (g)

Rugosidad y homogeneidad

Para poder medir las diferencias en la textura y homogeneidad de los biofilms, se utilizd
una escala de rugosidad de creacion propia, con valores del 1 al 3, siendo 1 una superficie
muy lisa y planay 3 una superficie muy rugosa y con protuberancias (figura 1).



Fig. 1: Biofilm de Kombucha. Ejemplo escala de rugosidad niveles 1, 2 y 3 de izquierda a derecha.

NUmero de agujeros

Ademas, se hizo un conteo del nimero de agujeros que presentaban algunos biofilms de
las diferentes kombuchas (figura 2).

Fig. 2: Biofilm de Kombucha. Ejemplos sin agujeros, con 2 y 3 agujeros, respectivamente.

Resistencia a la rotura

Para medir la resistencia a la rotura, se utilizé un sistema que consistié en doblar cada
uno de los biofilms por la mitad -plegado- y en posicién plegada aplastarlos sobre una
superficie planay lisa. Finalmente, desdoblar cada biofilm observando si habia aparecido
algun tipo de fisura, o si, por otro lado, recuperaban su forma original sin problemay no
se veian afectados tras desdoblarlos. Por lo que esta variable tomaba dos posibles
resultados, (1) representando la rotura y (0) la recuperacion de su forma original.



Fig. 3: Biofilms de Kombucha. El de la izquierda present6 roturas al doblarse,
mientras que el de la derecha, no present6 ninguna fisura tras doblarse.

Calculo de unidades formadoras de colonia y aislamiento de
microorganismos de la kombucha

Se realizé un estudio de las UFC (Unidades Formadoras de Colonias) y un posterior
aislamiento de las cepas morfoldgicamente diferentes provenientes de las kombuchas
donde se generaron los biofilms. Para ello, a la par que se pusieron a secar los biofilms,
se extrajo 1 mL de cada una de las kombuchas. Con cada una de estas muestras se
realizaron diluciones decimales seriadas en PBS hasta 10, ya que, tras una primera
prueba, se concluyd que esas concentraciones serian las adecuadas para el posterior
conteo.

Una vez hecho esto, se sembraron 100uL de las diluciones en placas con dos medios
diferentes. Uno de los medios, que denominamos medio de té, contenia la misma mezcla
de té y azucar indicada previamente siguiendo las instrucciones de Aedo (2011), 6g de té
negro y 85g de azlcar blanco, mezclado con agar a una concentracion de 16g/L. Este
medio se cred con el proposito de simular las condiciones de crecimiento que tienen los
microorganismos en la kombucha. El otro medio, denominado TJA (Maciuca et al.,
2022), contenia hidrolizado enzimatico de caseina (10g/L), jugo de tomate (20g/L), leche
peptonizada (10g/L) y agar (11g/L). Este medio se empleo adicionalmente al de té ya que
favorece el crecimiento de bacterias acido-lacticas y levaduras para conseguir el mayor
numero de aislados diferentes posible.

Cuando se pudo observar el crecimiento en las placas de ambos medios, se realizé el
conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC) en las placas de los medios de té y
TJA, a concentraciones de 10"ty 1072, Para ello se tuvieron en cuenta las placas en las que
crecieron entre 30 y 300 colonias y se utilizé la siguiente formula:

UFC _ Numero de colonias x Factor de dilucion

mlL mlL de la muestra



Para el aislamiento de las cepas se realizé una resiembra en placas con ambos medios (té
y TJA), eligiendo las colonias que presentaban diferentes morfologias.

Estudio microscopico

Para la observacion al microscopio de los microorganismos de las colonias aisladas, se
realizé una tincion diferencial Gram y se observaron analizando la forma de la célulay el
Gram de los microorganismos (Javier, 2018).

Ademas, se realizd otra resiembra de estas cepas para hacer una caracterizacion de la
actividad enzimatica con las pruebas de oxidasa y catalasa. Con la prueba de la catalasa,
utilizada para detectar la enzima catalasa, podemos diferenciar entre bacterias de acido
lactico con catalasa negativa (encargadas de la acidificacion del medio, convirtiendo los
azucares en acido lactico y creando buenas condiciones para las demds bacterias) y
bacterias acéticas con catalasa positiva (encargadas de la produccién de la celulosa que
forma el biofilm, convirtiendo los alcoholes producidos por las levaduras en &cido acético
y secretando celulosa). Por otro lado, con la prueba de la oxidasa, utilizada para detectar
la presencia de la enzima citocromo ¢ oxidasa, podemos distinguir bacterias aerobicas,
con oxidasa negativa, presentes en la kombucha como Acetobacter y Gluconobacter, de
las anaerobias, con oxidasa positiva, no deseadas en la kombucha, que podrian indicar
algun tipo de contaminacion (Brooks et al., 2013).

En la prueba de la catalasa se aplica peroxido de hidrogeno en las muestras de cada cepa
sobre un portaobjetos, observando si hay reaccion, la formacion de burbujas indica la
presencia de catalasa. En la prueba de la oxidasa el procedimiento es similar, en lugar del
perdxido de hidrogeno se afiade reactivo de oxidasa, que provoca un cambio de color en
la muestra si la bacteria es oxidasa positiva. Ambas pruebas son rapidas de preparar y se
obtienen resultados inmediatos (Ruiz-Toquica et al., 2020).

Estudio de carboximetilcelulosa como unica fuente de carbono

Por ultimo, se realiz6 una Gltima resiembra de las cepas aisladas en un medio con
carboximetilcelulosa (CMC) como unica fuente de carbono. EI medio se realiza
mezclando tres soluciones preparadas por separado y esterilizadas de diferentes maneras:
La primera contiene la fuente de carbono en concentracion % y tuvo que ser tindalizada
a 100 °C durante 20 minutos una vez al dia durante 3 dias consecutivos. Para la segunda,
se utilizd un medio comercial denominado Yeast Nitrogen Base 10X, que se esterilizo
por filtracion. La ultima contenia una concentracion de 50 mg por 100mL de KH2PO4 'y
MgSOa y agar a una concentracion de 1,8% (Martinez-Hidalgo, 2013). 10uL de cada cepa
fueron inoculados en este medio, y se incubaron a 27 °C durante 20 dias y se marcaron
como positivas aquellas cepas en las que se observo crecimiento.



Conservacion de cepas

Para la conservacion de las cepas aisladas, se utilizé el método de congelacion, con el que
las cepas se congelan en suspension en un liquido con un agente crioprotector y se
almacenan a muy baja temperatura, (Arencibia, 2008). En muchos casos, se utiliza el
glicerol como agente crioprotector (Prakash et al., 2012). Una vez se aislaron las cepas,
se suspendieron en una solucion de glicerol al 20%, para luego almacenarse en un
congelador a -80 grados centigrados.

Analisis estadisticos

Para los andlisis estadisticos de las caracteristicas fisicas de los biofilms se emple6 el
programa RStudio (R Core Team, 2020). Las respuestas de las diferentes caracteristicas
estudiadas se analizaron respecto a las variables explicativas: tipo de indculo,
representados con numeros (siendo 1 el in6culo adquirido y 2 el fabricado de la kombucha
komvida), el tipo de té, representados con las letras b y c¢ (siendo té barato y caro
respectivamente) y la interaccion entre ambos.

La respuesta de WHC se analiz con un modelo lineal usando la funcion Im. Para el efecto
de la resistencia a la rotura se emple6 un modelo generalizado de la familia binomial con
la funcion glm del paquete “Ime4” (Bates et al., 2015). EI nimero de agujeros que
presentaban los biofilms se analizd con un modelo generalizado de la familia poisson, con
la funcion de glm. Para la rugosidad se emple6 un analisis de tipo multinomial ordinal
con la funcién de polr del paquete “MASS” (Venables & Ripley, 2002). El efecto del tipo
de te e indculo en UFC se analiz6 utilizando un modelo generalizado de la familia poisson
para cada medio de cultivo de forma independiente con la funcién gim.

Una vez se realizaron los analisis, en las caracteristicas que presentaban efectos sobre los
resultados, se realizaron comparaciones multiples de medidas (poshoc), con la funcion
glht del paquete “multcomp” (Hothorn et al., 2008).

3. RESULTADOS

Parametros fisicos del biofilm de kombucha

Capacidad de retencién de agqua (WHC)

Para el WHC (fig. 4), el efecto del indculo (F1,28=17.16, p<0.001) dio lugar a diferencias
significativas en la capacidad de retencion de agua de los biofilms. Los tratamientos
inoculados con la kombucha adquirida (1) presentaron mayor capacidad de retencién de
agua que los inoculados con la kombucha de komvida. Sin embargo, ni el tipo de té
(F1,28=0.33, p=0.57) ni la interaccion entre té e indculo (F1,28=1.69, p=0.20) afectaron a la
capacidad de retencion de agua de los biofilms.
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Fig.4: Gréfico de barras (medias + error estandar) de la capacidad de retencion de agua (WHC) de los
biofilms de kombucha, en funcién de los distintos tratamientos utilizados: 1B biofilms inoculados con la
kombucha adquirida en té barato, 1C inoculados con la kombucha adquirida en té caro, 2B inoculados
con la kombucha de komvida en té barato y 2C inoculados con komvida en té caro. Las letras sobre las
barras indican diferencias estadisticas segun la comparaciéon multiple de medias.

Resistencia a la rotura

El efecto del indculo (F1,26=35, p<0.001), el de tipo de té (F128=5,17, p=0.030) y la
interaccion entre ambos (F1,28=36, p<0.001) generaron diferencias significativas en la
resistencia a la rotura entre los diferentes biofilms. Los tratamientos inoculados con la
kombucha adquirida (1) presentaron roturas al doblarlos, pero el efecto fue distinto segin
el tipo de te (figura 5). En los biofilms preparados con el té caro (1C), todos presentaron
roturas, mientras que en el tratamiento 1B, preparado con el té econémico, solo se rompid
un 25% de los biofilms. Por el contrario, ningin biofilm proveniente de la kombucha
inoculada con komvida presentd ninguna rotura tras su doblez.
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Fig.5: Grafico de barras (medias + error estandar) de la rotura de los biofilms de kombucha, en funcion de
los distintos tratamientos utilizados: 1B biofilms inoculados con la kombucha adquirida en té barato, 1C
inoculados con la kombucha adquirida en té caro, 2B inoculados con la kombucha de komvida en té barato
y 2C inoculados con komvida en té caro. Las letras sobre las barras indican diferencias estadisticas segiin
la comparacion multiple de medias.

NuUmero de agujeros

La interaccion entre té e indculo (F1,26=135, p<0.001) generd diferencias significativas
en el nimero de agujeros que presentaron los biofilms (figura 6), asi como el tipo de té
(F1,26=30, p<0.001) y el tipo de indculo (F1,28=30, p<0.001), ya que solo presento agujeros
el tratamiento 1B, con el indculo adquirido y el té barato. Ningin otro tratamiento
presentd agujeros en ningun biofilm.
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Fig.6: Grafico de barras (medias + error estandar) del nimero de agujeros de los biofilms de kombucha, en
funcion de los distintos tratamientos utilizados: 1B biofilms inoculados con la kombucha adquirida en té
barato, 1C inoculados con la kombucha adquirida en té caro, 2B inoculados con la kombucha de komvida
en té barato y 2C inoculados con komvida en té caro. Las letras sobre las barras indican diferencias
estadisticas segtin la comparacion multiple de medias.

Rugosidad

Tanto el efecto del indculo (x*128=4,95, p=0.026), como el tipo de té& (x°128=4,53,
p=0.033) y la interacciéon entre ambos (x?128=4,53, p=0.033) generaron diferencias
significativas sobre el nivel de rugosidad de los biofilms (figura 7). Los biofilms del
tratamiento 1C, con el in6culo adquirido y el té caro, fueron los que presentaron mayor
probabilidad de tener un mayor grado de rugosidad que los demas tratamientos.

Ademas, los biofilms inoculados con la kombucha de komvida (2) fueron los que
presentaron menor probabilidad de ser mas rugosos, siendo los biofims del tratamiento
2C, con el té caro, los que tuvieron mayor probabilidad de presentar una textura lisa.
Ademas, el tratamiento 1B, con el té barato y el in6culo adquirido, presentdé menor
probabilidad de ser muy rugoso que el 1C.
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Fig.7: Gréfico de barras con las medias de la probabilidad de los biofims de presentar diferentes niveles de
rugosidad atendiendo a la escala de rugosidad establecida: 1, 2 o 3, siendo 1 un biofilm poco rugoso y 3 un
biofim muy rugoso, en funcién de los distintos tratamientos utilizados: 1B biofilms inoculados con la
kombucha adquirida en té barato, 1C inoculados con la kombucha adquirida en té caro, 2B inoculados con
la kombucha de komvida en t¢ barato y 2C inoculados con komvida en té caro. Las letras sobre las barras
indican diferencias estadisticas segiin la comparacion multiple de medias.

Unidades formadoras de colonias (UFC)
e Medio de té (Figura 8):

En el medio de té, el efecto del tipo de té (Fi15:=1292, p<0,001), el del in6culo
(F1,51=1446597, p<0,001) y el de la interacciéon entre ambos (F151=26743, p<0,001)
generaron diferencias significativas sobre el nimero de unidades formadoras de colonias
de los cultivos de kombucha. La influencia del indculo fue mas notable que la del tipo de
té. En general, los biofilms formados con el in6culo adquirido (1) dieron lugar a un mayor
numero de UFC que los inoculados con la kombucha de komvida (inéculo 2). Ademas,
en el inéculo 1, los biofilms cultivados con te caro (C) presentaron ligera pero
significativamente mayor UFC que con el te barato (B), mientras que con el in6culo 2 el
resultado fue inverso.
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Fig.8: Grafico de barras (medias + error estandar) de las UFC/mL de los cultivos de kombucha en el medio
de té, en funcidon de los distintos tratamientos utilizados: 1B biofilms inoculados con la kombucha adquirida
en té barato, 1C inoculados con la kombucha adquirida en té caro, 2B inoculados con la kombucha de
komvida en té barato y 2C inoculados con komvida en té caro. Las letras sobre las barras indican diferencias
estadisticas segun la comparacion multiple de medias.

e Medio de TJA (Figura 9):

En el medio de TJA, el efecto del té (F1,32=142346, p<0,001), el del intculo
(F1,32=301234, p<0,001) y la interaccion entre ambos (F132=278570, p<0,001) también
generaron diferencias significativas sobre el nimero de UFC en los cultivos de
kombucha. Aunque en este caso, el efecto del indculo no fue el mas notable, el tratamiento
2C tuvo un mayor numero de UFC que el 2B, siendo el tratamiento con el té barato y el
indculo de komvida (2B) el que menor nimero de UFC presento.
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Fig.9: Grafico de barras (medias =+ error estandar) de las UFC/mL de los cultivos de kombucha en el medio
de TJA, en funcion de los distintos tratamientos utilizados: 1B biofilms inoculados con la kombucha
adquirida en té barato, 1C inoculados con la kombucha adquirida en té caro, 2B inoculados con la kombucha
de komvida en té barato y 2C inoculados con komvida en té caro. Las letras sobre las barras indican
diferencias estadisticas seglin la comparacion multiple de medias.
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Caracteristicas morfologicas v fenotipicas de las cepas aisladas

En la tabla 1, que resume los datos obtenidos de los diferentes estudios de las cepas
aisladas, se puede ver que hubo un predominio de células eucariotas, que representaron
el 83,33% del total de las cepas que se aislaron, pudiendo encontrarse en ambos medios
y en los biofilms de todos los tratamientos. Tras la observaciéon al microscopio, se
pudieron ver células grandes, con forma redondeada, que en algunas ocasiones
presentaron vainas o tubos germinales. Posiblemente fuesen levaduras. Ademas, en el
tratamiento 2C se encontraron dos cepas con células grandes y alargadas que
posiblemente correspondiesen a paramecios.

También se observaron bacterias, aunque en menor proporcion, ya que solo supusieron
un 8,33% de todas las cepas obtenidas. Se observaron cocos y bacilos cortos Gram -,
todos con oxidasa y catalasa negativas tras realizarse las pruebas, lo que indica que
posiblemente fuesen bacterias acido-lacticas, puede que pertenecientes al género
Lactobacillus. Estas bacterias solo se observaron en los tratamientos con el in6culo
adquirido (1), y se encontraron en mayor medida en el tratamiento 1C, ya que supusieron
un 23,01% de las cepas obtenidas en ese tratamiento.

Ademas, fue en los tratamientos con el indculo adquirido donde también se encontrd un
mayor nimero de eucariotas, los tratamientos 1 contaron con un 63,33% del total de las
cepas eucariotas que se encontraron. También fueron los tratamientos con mas diversidad



y mayor numero de cepas aisladas, representando entre los dos tratamientos un 63,88%
de las cepas obtenidas en todo el estudio.

Se pudo observar crecimiento en medio con carboximetilcelulosa (CMC) como Unica
fuente de carbono de cepas pertenecientes a todos los tipos de biofilms, un 41,67% de las
cepas presentaron crecimiento en este medio, el tratamiento con mayor cantidad de cepas
con crecimiento en medio con CMC como Unica fuente de carbono fue el 2B, con un
33,33% del total de las cepas con crecimiento en CMC. Un 93,33% de las cepas que
crecieron en CMC correspondia a células eucariotas (Anexo 1). Ademas, los tratamientos
con el in6culo adquirido (2) presentaron una mayor proporcion de cepas con crecimiento
en CMC, en el tratamiento 2B, un 83,88% de las cepas aisladas presento crecimiento en
CMC, en el 2C, un 57,14%, sin embargo, en los tratamientos con el otro in6culo, hubo
una menor proporcién de cepas con crecimiento en CMC, en el 1C, un 30,77% de las
cepas que se cultivaron, presentd crecimiento en CMC, y en el 1B, tan solo un 20%.

Tabla 1: Ntimero de cepas seglin su clasificacion a raiz de las caracteristicas observadas al microscopio de
los aislados de kombucha y el nlimero de éstas que crecieron en el medio con CMC como unica fuente de
carbono tras una resiembra, en funcion de los distintos tratamientos utilizados: 1B biofilms inoculados con
la kombucha adquirida en té barato, 1C inoculados con la kombucha adquirida en té caro, 2B inoculados
con la kombucha de komvida en té barato y 2C inoculados con komvida en té caro.

Tratamiento Microorganismo CMC
Eucariota Procariota
Gram + Gram -
Cocos Bacilos Cocos Bacilos
cortos cortos
1C 10 0 0 2 1 4
1B 9 0 0 1 0 2
2C 5(2%) 0 0 0 0 4
2B 6 0 0 0 0 5

4. DISCUSION

Los resultados indican que existen diferencias significativas en todas las caracteristicas
estudiadas de los biofilms de kombucha segun el in6culo que se emplee.

Los tratamientos inoculados con la kombucha adquirida (1C y 1B), presentaron mayor
WHC que los inoculados con la kombucha de komvida, siendo el 1C el que mayor WHC
presentaba de todos los tratamientos. Esto es contrario a la resistencia, ya que fueron estos
mismos tratamientos (1C y 1B), los que presentaron algun tipo de rotura, siendo el 1C el
que mayor rotura presentd. Esto puede ser debido al secado de los biofilms. Nuestros
resultados concuerdan con la bibliografia en la que se defiende que cuando un material



con un alto grado de WHC se seca y pierde el agua, sus fibras de celulosa experimentan
una contraccion muy significativa, que puede resultar en la reduccion de su resistencia y
en cambios permanentes en la estructura del material, algo que no ocurre de la misma
manera en materiales con menor WHC (Samyn, 2013). Al tener mayor WHC, los
tratamientos 1C y 1B presentaron mayor elasticidad y una estructura menos compacta,
pero, al secarse, perdieron resistencia y se vieron mas afectados por la sequedad su
estructura que la de los biofilms del otro indculo (2C y 2B), que no vieron tan modificada
su estructura al perder el agua, manteniendo una mayor elasticidad y resistencia a la rotura
una vez secos.

Ademas, fueron también los biofilms generados con el indculo adquirido (1) los que
mayor grado de rugosidad presentaron y mas probabilidades de generar textura rugosa
tenian. Esto puede atender de nuevo a la mayor afectacion de los biofilms con mayor
WHC a la pérdida de agua. Al sacarse de sus respectivas kombuchas, todos los biofilms
presentaban una superficie lisa acuosa, por lo que se puede asumir que la textura rugosa
se generd al secarse los tejidos. En general, los materiales que presentan mayor elasticidad
tienden a mostrar una menor rugosidad en comparacion con aquellos con menor
elasticidad (Golhin etal., 2023). En los biofilms que presentan mayor flexibilidad y
elasticidad una vez secos, la textura fue menos rugosa, se puede suponer, debido a la
mayor maleabilidad, suavizando las rugosidades con su manipulacién o simplemente con
el efecto de la gravedad. Mientras que, en los biofilms que presentaron una estructura mas
seca Yy fragil, se observo una textura méas rugosa, debido a la contraccion desigual de un
material que pierde el agua y no tiene la elasticidad necesaria para perder esa rugosidad.

En cuanto al nimero de agujeros, fue el tratamiento 1B el que presentd mayor numero de
éstos, con la kombucha adquirida y el té barato. La presencia de agujeros en el SCOBY
podria estar asociada a la produccién de gas durante la fermentacion. El metabolismo de
la kombucha es un proceso aerébico, que genera diéxido de carbono, que puede quedar
atrapado en el biofilm y acumularse (Villarreal-Soto et al., 2018). Una kombucha que
genere mayores cantidades de CO- podria llegar a formar grandes burbujas de este gas en
el biofilm, que, tras su secado, acaban produciendo agujeros. La presencia de biofilms con
agujeros en el tratamiento 1B coincide con el mayor numero de UFC en este tratamiento
por encima de los otros 3. Ademas, también fue en 1B donde se encontré6 un mayor
namero de eucariotas, posibles levaduras, por lo que un gran nimero de estas levaduras
que generan CO> podria estar relacionado con la presencia de agujeros en los biofilms de
kombucha. Es posible, por tanto, que una kombucha con una menor proporcion de
levaduras de lugar a un tejido mas homogeéneo, sin agujeros.

Teniendo en cuenta todo esto, podriamos decir que los biofilms formados con el indculo
adquirido, pertenecientes a los tratamientos 1B y 1C, fueron los que presentaron mayor
rugosidad, WHC, menor resistenciay el tratamiento 1B, agujeros. Es decir, caracteristicas
quiza menos favorables de cara a la produccion industrial del biofilm de kombucha como
tejido. Ademas, fueron estos mismos tratamientos los que contaron con un mayor nimero
de UFC, una mayor diversidad taxondmica, siendo los Unicos en los que se pudieron aislar
bacterias y los que también presentaron mas levaduras.



Las bacterias encontradas podrian corresponder a bacterias lacticas. Las bacterias lacticas
no desempefian un papel principal en la formacién del SCOBY, pues, aungue son
importantes para estabilizar la matriz del biofilm, son las bacterias acéticas las principales
responsables de la formacion del SCOBY (Gullo et al., 2018). Teniendo en cuenta los
resultados, podriamos suponer que las bacterias lacticas no benefician la creacion de un
biofilm con unas caracteristicas fisicas favorables para su utilizacién como tejido, pues
los dos tratamientos en los que se encontraron bacterias que probablemente fuesen acido-
lacticas, fueron los formados con el in6culo adquirido (1B y 1C), los mismos que
presentaron peores condiciones de cara a la industria textil. No obstante, todas las
bacterias encontradas habian crecido en el medio de TJA (Anexo 1), medio especializado
en bacterias acido-lacticas y levaduras. Al no conocer los microorganismos que ven
favorecido su crecimiento en el medio de té, ya que no hay constancia de su utilizacion
en estudios anteriores, también se puede suponer que no contdbamos con ningn medio
adecuado para el crecimiento de bacterias acéticas, que serian las bacterias con mayor
relevancia en el proceso de formacion del biofilm.

De manera general, se encontr6 un mayor nimero de unidades formadoras de colonia en
los tratamientos inoculados con el SCOBY adquirido (de nuevo 1C y 1B), coincidiendo
con un mayor numero de cepas aisladas y de eucariotas. Quiza un mayor numero de UFC
y de eucariotas genere un ambiente mas competitivo para las bacterias acéticas, que se
encargan de producir la celulosa, de esta manera, los biofilms tienen peores
caracteristicas, como ocurrié en los tratamientos 1C y 1B. Aun asi, se debe tener en cuenta
que en este estudio no ha sido posible el aislamiento de ninguna bacteria acética, por lo
gue son necesarios Mas ensayos para corroborarlo.

Cabe destacar que el tratamiento 2C en el medio TJA present6 un gran nimero de UFC
en comparacion a los otros tratamientos con su mismo indculo, pero esta anomalia podria
deberse a la presencia de posibles paramecios en este mismo tratamiento, ya que los
paramecios no forman parte del microbioma de la kombucha, podriamos asumir que esta
kombucha podria haber presentado algin tipo de contaminacion, lo que explicaria la
diferencia en el nimero de UFC. Ademas, mientras que el medio de té empleado en la
siembra no dio problemas a la hora del conteo de las UFC, con el medio de TJA, al
contener tomate y, por lo tanto, grumos visibles, el conteo de estas UFC fue maés
problematico, se tuvieron que descartar varias placas por la dificultad que presentaba
distinguir los grumos de tomate de las colonias crecidas. Por estas causas, es de entender
que haya anomalias en los resultados y que el tratamiento 2C, en el medio de TJA, tenga
un menor numero de UFC del que contamos en el estudio.

Ademas, se debe tener en cuenta el bajo numero de bacterias aisladas de las kombuchas.
La diferencia entre el nimero de eucariotas y bacterias es muy grande, y probablemente
se deba al bajo nimero de aislados en general, puede ser a causa de la ausencia de un
medio especifico para el crecimiento de las bacterias presentes en la kombucha, como por
ejemplo bacterias acéticas, o una mala praxis en el laboratorio, ya que no se lograron
aislar algunas de las cepas bacterianas con las que se contaba en un principio, ademas,
hubo algunas contaminaciones en los cultivos.



Por otro lado, el tipo de inoculo también afecté al nimero de cepas que presentd
crecimiento en CMC. Para los tratamientos con los indculos provenientes de la kombucha
de komvida (2), se obtuvo un mayor porcentaje de cepas con crecimiento en CMC en
proporcién al nimero de cepas que crecieron en estos tratamientos, siendo el tratamiento
2B el que mayor porcentaje de cepas con crecimiento en CMC contenia. Las cepas que
crecen en medio con CMC como Unica fuente de carbono son capaces de degradar
celulosa. Podriamos pensar que los microorganismos que degradan celulosa, que es el
material que forma el biofilm, serian contraproducentes para un mejor crecimiento del
SCOBY, no obstante, fue el tratamiento 1B el que tuvo menor cantidad de cepas que
degradan celulosa, ademés de ser el que contaba con malas caracteristicas para formar
biofilm utilizable como tejido ya que presentaba agujeros, rotura y rugosidad. Debido a
estos resultados, cabria esperar que una kombucha que contenga cepas que degradan
celulosa generaré biofilms con mejores caracteristicas para ser usados como tejido en la
industria. Aun asi, también se deben tener en cuenta las limitaciones en los resultados
debido al bajo nimero de cepas aisladas obtenidas en el estudio.

Aunque la mayoria de las caracteristicas presentan diferencias estadisticas en funcion del
tipo de té, son los tratamientos con diferentes indculos en los que mas destacan estas
diferencias. Aun asi, se detectd un efecto significativo del tipo de té en algunas
caracteristicas como el numero de agujeros que presentaron los biofilms, siendo el
tratamiento 1B el Unico con agujeros, la rotura, ya que el 1C fue el tratamiento que menor
resistencia presentd, o la rugosidad, con el tratamiento 1C presentando un mayor grado
de rugosidad que el 1B. Estas caracteristicas tienen en comun que los diferentes tipos de
té afectan cuando el inoculo empleado es el adquirido (1). Mientras que en los
tratamientos 2B y 2C no hay casi diferencias dependiendo del tipo de té que se use, en
los tratamientos 1B y 1C si que podemos ver variacion en sus caracteristicas dependiendo
del té. Esto puede deberse a que, en condiciones en las que el crecimiento de los biofilms
no es tan favorable (como pasa con el indculo adquirido), el tipo de té cobra importancia.
Debido a que los biofilms generados con ambos tés presentan condiciones desfavorables
para su uso en la industria textil, ya que el té caro parece contribuir a una mayor rotura y
rugosidad, pero el té econémico genera agujeros, no es posible sacar en claro cual de los
dos tés provocaria mejores condiciones de cara a la utilizacién de los biofilms como
tejidos. Cabe la posibilidad de que con diferentes tipos de tés que no hayan sido probados
en este estudio se obtengan comportamientos diferentes en las caracteristicas de los
biofilms.

Aunque en este trabajo se definen algunas caracteristicas de los biofilms como “mejores”
o0 “peores”, de cara a su utilizaciéon como tejidos, en realidad puede que esto no sea tan
tajante, la industria de la moda podria caracterizarse por su blsqueda de variedad.
También es posible que en determinadas situaciones o siguiendo ciertas tendencias los
agujeros impredecibles o una textura mas rugosa en la fabricacion del tejido supongan
una ventaja. Estas caracteristicas que hoy en dia representan una mala calidad del tejido
pueden verse modificadas segun las modas varian, esto implica una gran versatilidad
dependiendo de la demanda. El tipo de té, y sobre todo el tipo de indculo que se utilice



hace que las caracteristicas fisicas de los biofilms cambien, y aunque es cierto que de cara
a la industria textil se persiga un modelo lo mé&s predecible, resistente, liso y elastico
posible, es posible crear biofilms con otras caracteristicas si eso fuese lo buscado. La
creacion de un catédlogo que registrase las caracteristicas en el tejido que producen
determinados tés e indculos podria suponer un gran avance en la facilitacion de la
utilizacion de un tejido sostenible.

5. CONCLUSION

En general, los biofilms creados a raiz de la kombucha de la marca komvida, disponible
en la mayoria de los supermercados de Espafia, es la que mejores caracteristicas para los
biofilms parece generar (ausencia de agujeros, mejor textura y mayor resistencia a
roturas), independientemente del té que se utilice. Esto desmiente nuestras ideas iniciales,
que afirmaban que el in6culo adquirido y el t¢ méas caro provocarian mejores
caracteristicas de cara a la utilizacién de los biofilms como tejido. No obstante, estos
resultados son preferibles para su utilizacion en la industria, ya que unas buenas
caracteristicas fisicas obtenidas en los biofilms de este estudio provienen de kombuchas
inoculadas de manera accesible con un té que puede ser el mas econémico del mercado.

Aquellos biofilms creados con un inéculo adquirido a un proveedor presentaron mayor
capacidad de retencién de agua, lo que acaba siendo una desventaja una vez secos, ya que
fueron los que presentaron caracteristicas menos favorables para su utilizacion como
tejidos (presencia de agujeros, mas rugosidad y menor elasticidad). Ademas, un mayor
namero de UFC, mayor diversidad de microorganismos y menor cantidad de cepas que
degraden celulosa parecen ser también caracteristicas perjudiciales para la formacion de
un biofilm Gtil para la industria textil.

Este trabajo promueve el crecimiento econémico y trabajo decente (ODSB8), al intentar
influir en la dindmica de la industria (ODS9) de la ropa, proponiendo nuevas ideas que,
de manera econdémica, puedan alterar la produccion textil contaminante, promoviendo a
su vez un consumo responsable (ODS12). Por lo tanto, al abogar por la sostenibilidad de
esta industria, el trabajo tiene relacion con los objetivos de desarrollo sostenible
adoptados en la agenda 2030 anteriormente citados.

6. LINEAS FUTURAS

Saber que es posible generar un tejido con buenas condiciones para su utilizacion y
posible incorporacion en la industria textil a raiz de una bebida econdémica y accesible,
que no pierde calidad por utilizar un té econdmico como sustrato, supone un avance en el



objetivo de mejorar las condiciones de una industria tan contaminante, de manera barata
y al alcance de todos. No obstante, seria necesario un mayor estudio del caso.

Una investigacion mas profunda, disefiando medios de cultivo adecuados para el
crecimiento de todos los microorganismos presentes en la kombucha seria necesaria para
completar este trabajo. Es importante conocer todos los microorganismos involucrados
en la formacion de los diferentes SCOBY para saber cudl es la composicion microbiana
que da determinada textura o forma a los biofilms, ademéas de la influencia de los
diferentes inoculos en la composicion de microorganismos que forman los SCOBY. Una
vez se sepa esto, se podra producir un biofilm con un consorcio microbiano disefiado para
obtener las caracteristicas fisicas de interés en cada caso.

El estudio de otros factores que puedan influir en las caracteristicas de los biofilms
también seria importante, asi como el pH, el tiempo de fermentacion o el tipo de azlcar
que se emplea en el cultivo de la kombucha. También seria de interés evaluar otras
caracteristicas fisicas que definan la calidad del biofilm como tejido, como la
impermeabilidad, su capacidad para tefiirse de otros colores, 0 un estudio de la reaccién
del cuerpo humano tras un contacto prolongado con el SCOBY.
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9. ANEXO

Tabla A1. Caracteristicas observadas al microscopio y resultado de las pruebas de oxidasa y catalasa de
las cepas aisladas de los biofilms de kombucha y el numero de éstas que crecieron en el medio CMC tras
una resiembra, en funcidon de los distintos tratamientos utilizados: 1B biofilms inoculados con la
kombucha adquirida en té barato, 1C inoculados con la kombucha adquirida en t¢ caro, 2B inoculados
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con la kombucha de komvida en té barato y 2C inoculados con komvida en té caro, y los dos medios de
cultivo empleados: té y TJA.

N° de N° de cepas
Biofilm Microscopia Medio cenas que crecen
P en CMC
Células grandes, con forma redondeada,
1C en algunas ocasiones presentgn vainas o Té 7 )
tubos germinales. Eucariotas,
posiblemente levaduras.
1C Células gr‘andes, de‘ forma redondeada. TIA 3 )
Eucariotas, posibles levaduras.
1C Cocos, Gram-, oxidasa y catalasa - TIA 2 1
1C Bac1.los cortos, Gram -, TIA 1 0
oxidasa y catalasa -
Células grandes, forma redondeada, en
1B algunas ocasiones presentan. vainas o Té 2 )
tubos germinales. Eucariotas,
posiblemente levaduras.
1B Células Zc':,rrandes, ff)rma redondeada. TIA 1 0
Eucariotas, posibles levaduras.
1B Cocos, Gram -, oxidasa y catalasa - TIA 1 0
Células grandes, forma redondeada, en
2C algunas ocasiones presentan. vainas o Té ) 1
tubos germinales. Eucariotas,
posiblemente levaduras.
’C Células grandes, fgrma redondeada. TIA 3 )
Eucariotas, posibles levaduras.
’C Células alarggdas, forma d? paramecio. Té ) 1
Posible paramecio.
Células grandes, forma redondeada, en
»B algunas ocasiones presentan. vainas o Té 3 4
tubos germinales. Eucariotas,
posiblemente levaduras.
’B C¢lulas grandes, forma redondeada. TIA 3 |

Eucariotas, posibles levaduras.




