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Frase:

“Para empezar un gran proyecto, hace falta valentia. Para determinar un gran

proyecto hace falta perseverancia”

By Cristina Castro Rodriguez
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Resumen

La presente investigacion se realizo en el Laboratorio del Central Azucarero Melanio
Hernandez Hernandez, perteneciente a la Empresa Agroindustrial Azucarera del
mismo nombre, ubicada en el poblado de Tuinicu, Municipio Taguasco, provincia
Sancti Spiritus, Cuba y tuvo como objetivo comprobar la fermentacion de los granos
de kéfir de agua (GKA) en diferentes soluciones de miel final de cafa de azucar y
su efecto sobre la cinética de crecimiento y la masa microbiana. El disefio incluyo
un primer ensayo de prefermentacion para activar los GKA, uno de repetibilidad y
otro de reproducibilidad con tres concentraciones de miel final de caha de azucar (5
%, 7 % y 9 %). Las variables analizadas fueron el pH y la biomasa microbiana en
periodos de incubacién de 72 h a temperatura ambiente. Como resultado se logra
la activaciéon y multiplicacion del consorcio microbiano de los GKA en el laboratorio
y se definen los pasos y condiciones del proceso de fermentacion. Los GKA
inoculados a las tres concentraciones de miel final de cana de azucar como sustrato,
evidenciaron una cinética de crecimiento (pH) y masa microbiana durante el proceso
de fermentacion similares, sin diferencias significativas entre ellas. Concluyéndose
que la miel final de cafia de azucar constituye un sustrato viable y sostenible para
la fermentacion de los GKA y obtener una bebida con posibilidades de uso como
aditivo probidtico en las condiciones de la empresa y Cuba; convirtiéndose en el

primer trabajo investigativo que se realiza en el pais en esta tematica.
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Abstract

This research was carried out in the Laboratory of the Melanio Hernandez
Hernandez Sugar Mill, belonging to the Sugar Agroindustrial Company of the same
name, located in the town of Tuinicu, Taguasco Municipality, Sancti Spiritus
Province, Cuba, and its objective was to verify the fermentation of water kefir grains
(WKG) in different solutions of final sugar cane molasses and its effect on growth
kinetics and microbial mass. The design included a first preference test to activate
the WKG, one of repeatabilty and another of reproducibility with three
concentrations of final sugar cane molasses (5%, 7% and 9%). The variables
analyzed were pH and microbial biomass in incubation periods of 72 h at room
temperature. As a result, the activation and multiplication of the microbial consortium
of the WKG in the laboratory is achieved and the steps and conditions of the
fermentation process are defined. The WKG inoculated with the three concentrations
of final sugar cane molasses as substrate, showed a similar growth kinetics (pH) and
microbial mass during the fermentation process, with no significant differences
between them. It was concluded that the final sugar cane molasses constitutes a
viable and sustainable substrate for the fermentation of the WKG and to obtain a
drink with possibilities of use as a probiotic additive under the conditions of the
company and Cuba; becoming the first research work carried out in the country on

this subject.

Keywords: Kefir, Cane, Sugar, Fermentation, Probiotic.
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INTRODUCCION

Hoy en dia, los consumidores son mas conscientes del papel relevante de una dieta
saludable con atributos nutricionales y funcionales para mejorar su bienestar (Jaime
et al. 2022), y la incorporacion de los probiéticos en diferentes eslabones de las
cadenas alimentarias puede tributar a ese alcance (Cevik et., 2019). En este
sentido, las bebidas fermentadas tradicionales como el kéfir de leche y el kéfir de
agua estan ganando especial atencion. El kéfir de agua, también conocido como
‘aquakefir' o 'kéfir azucarado', es una bebida fermentada artesanal, ligeramente
efervescente, de sabor acido y afrutado y de baja graduacién alcohdlica que ocupa
un espacio cada vez mayor por la alta aceptabilidad sensorial y su papel benéfico
en la salud (Destro et al., 2019b).

Muchos estudios cientificos han demostrado que el kéfir de agua tiene una amplia
gama de propiedades funcionales, como propiedades probioticas (Bifidobacterium
aquikefirie.g.), propiedades hidrocoloides, actividades emulsionantes y formadoras
de espuma (Laureys & De Vuyst, 2014, 2017).

La produccion de kéfir de agua esta industrializada actualmente en algunos paises
de Europa, Asia y América del Norte, aunque la produccion casera o a pequefia
escala sigue siendo la alternativa mas popular en todo el mundo (Bengoa et.; 2019).
Los granos de kéfir de agua son pequefios (de 1 a 10 mm de diametro), translucidos,
de estructura quebradiza (se rompen con la presion) y de color variable que va del
blanco al amarillento segun el sustrato que se afiada al medio de cultivo y el tipo de
azucar usado. Constituyen un sistema microbiolégico complejo donde las bacterias
acido lacticas (BAL) (107 — 108 UFC/g), las bacterias del acido acético (10% —107
UFC/g) y las levaduras (10 & — 107 UFC/g) coexisten en asociacion simbiotica,
sumergidos e inmovilizados en una matriz de polisacaridos producidos por la
bacteria (Lynch et al.; 2021).

La bebida de kéfir de agua fermentada contiene una variedad de minerales y
vitaminas que son esenciales para las actividades metabdlicas del cuerpo humano,

aunque pueden estar influenciados por el sustrato utilizado (Destro et al., 2019b).



Algunos autores consideran el kéfir como un probidtico, debido a los beneficios que
aporta su ingesta al consumidor. Sin embargo, el término probidtico se define como
“microorganismos vivos que, al ser ingeridos, aportan beneficios a la salud del
huésped”. Sin embargo, existe dificultad para determinar las cepas probidticas del
kéfir, debido a que la composicion microbiologica es susceptible a interferencias por
el tiempo, la temperatura y el tipo de sustrato utilizado en la fermentacién (Gao et
al., 2015).

El kéfir de agua se produce agregando granos de kéfir a una solucion de agua y
azucar, y también se pueden agregar vegetales como zanahorias, cebollas,
tomates, hinojo, melén y fresas para obtener fuentes nutricionales sensoriales y
diferentes (Cassanego et.al.; 2015; Corona et al., 2016). Debido a su capacidad
para fermentar diferentes sustratos alimentarios, estudios han explorado las
propiedades fermentativas del kéfir de agua, con interés en mejorar la elaboracion
de bebidas funcionales, con alto valor nutricional y funcional (Puerari et al., 2012),
partiendo de sustratos mas econdmicos (Rodrigues et al., 2016; Souza & Silva,
2017).

El azucar moreno es uno de los sustratos principales para la fermentacion del kéfir
en combinacién con pifia, jabuticaba, calabaza y arroz (Destro et al., 2019b; Koh et
al., 2018; Lopez-Rojo et al.; 2017; Souza y Silva, 2017); también sacarosa en
combinacién con malta molida e higo con limén (Fels et al., 2018; Rodrigues et al.,
2016); jugos de frutas aisladas como meldn, fresa, manzana, uva, kiwi, memobrillo,
granada y tuna (Corona et al., 2016; Randazzo et al., 2016).

El kéfir de agua ha sido estudiado, principalmente por su impacto en el sistema
inmunolégico y la salud gastrointestinal, siendo beneficioso para prevenir
enfermedades no transmisibles como la malabsorcion de lactosa, diabetes,
obesidad, inflamacion y afecciones cardiovasculares a través de la modulacién de
la microbiota intestinal (Calatayud et al., 2021; da Silva Araujo et al., 2023; Dimidi et
al., 2019; Fiorda et al., 2017).

Los productos fermentados han sido considerados durante mucho tiempo alimentos

basicos en muchos paises porque el proceso de fermentacion es una técnica



antigua para producir, conservar o transformar las propiedades organolépticas de
alimentos y bebidas (Bengoa et al., 2019; Fiorda et al., 2017; Villarreal-Morales et
al.,, 2018). La mayoria de estas matrices son espontaneas o pueden fermentarse
utilizando un cultivo iniciador (fermentos dependientes de cultivo), por lo que existen
diversas variables en el proceso de su fermentacién, incluida la fuente de los
microorganismos, sus ingredientes nutricionales y las condiciones ambientales, lo
que resulta en miles de diferentes variaciones de estos productos (Dimidi et al.,
2019; Safak et al., 2023., Sharma & Yaiphathoi, 2020; Villarreal-Morales et al., 2018)
El ecosistema microbiano que constituye los granos y la bebida fermentada
consumida puede variar segun las condiciones de fermentacion (tiempo y
temperatura) y especialmente con el uso de diferentes sustratos (fuente de
azucares, aditivos como frutas y melazas). En este sentido, las poblaciones de
microorganismos en la bebida asi como los metabolitos que estos producen varian
y en consecuencia sus propiedades para la salud. Por otra parte, también se discute
el conocimiento de las variables que afectan el crecimiento del grano por su
relevancia en el mantenimiento de la biomasa iniciadora (Pendon et al., 2022.,
Zannini et al., 2022); no obstante hay escasez de estudios que evaluen la influencia
de diferentes azucares comunmente comercializados en la produccién de bebidas
de kéfir de agua (Tavares et al., 2023); este autor incluyd en su estudio la melaza,
no obstante son pocos las referencias de evaluaciones con miel final de cafa de
azucar. Sin embargo, puede lograrse buenos rendimiento de biomasa del kéfir de
agua a partir de sustratos azucarados de bajo costo de la industria azucarera,
pueden ser (piloncillo, panela, melaza, melado, mascabado, azucar morena vy
azucar blanca) (Diaz Garcés, et al., 1988).

Se observa que los diferentes enfoques sobre el kéfir de agua, no solo descifra la
diversidad quimica y microbiana de este fermentado modificado y producido
localmente de forma sostenible, sino que también permite su posible uso posterior
como ingrediente terapéutico, como probidticos y postbidticos bajo el enfoque de
una salud.

Situacion problematica



1. Poco aprovechamiento de nuevas potencialidades de los residuales de la
industria azucarera que puede aportar valor agregado a los mismos.

2. Limitados estudios en el pais vinculados con la obtencién de bebidas fermentadas
a partir de los granulos de kéfir de agua.

3. Insuficiente conocimiento sobre la cinética de crecimiento de los granulos de kéfir
de agua en diferentes concentraciones de miel final e cafa de azucar.

Problema cientifico: 4 Como influye las soluciones de miel final de cana de azucar

en la cinética de crecimiento y la masa microbiana del kéfir de
agua durante el proceso fermentativo?
Objeto de estudio: El proceso de fermentacion del kéfir de agua
Campo de accion: El proceso de fermentacion del kéfir de agua en miel final de cana
de azucar.

Objetivo general: Comprobar la fermentacion de los granos de kéfir de agua (GKA)

en diferentes soluciones de miel final de cafia de azucar y su efecto sobre la cinética

de crecimiento y la masa microbiana.

Objetivos especificos:

1. Compartir informacion de actualidad sobre el kéfir de agua, papel benéfico y
sustratos utilizados en la fermentacion.

2. Determinar la activacion y produccion del consorcio microbiano Kéfir de agua en
el laboratorio y definir su proceso de fermentacion.

3. Comprobar el efecto de diferentes concentraciones de miel final de cafia de
azucar sobre la cinética de crecimiento y la masa microbiana de los GKA.

4. Recopilar informacion orientada a la factibilidad de producir una bebida
fermentada con granulos de kéfir de agua el empleo de miel final de cafia de
azucar como sustrato.

Fundamentacién

Esta investigacion se justifica porque es comprobada la gran importancia que tienen

los alimentos fermentados y en especial el kéfir de agua en la dieta humana y animal

por su efecto sobre la salud. El sustrato que normalmente se utiliza para la

fermentacion de los granulos de Kéfir de agua, es al azucar, producto que en Cuba



tiene un nivel limitado de produccion y sus destinos prioritarios estan ya definidos.
La busqueda de sustratos mas economicos y sostenibles como lo son los residuales
de la industria azucarera puede dar lugar a la generacién y desarrollo de nuevos
productos y procesos con valor agregado.

Justificaciéon

Las investigaciones desarrolladas en los ultimos afios han ratificado que los
probioticos y prebiodticos tienen efecto positivo en la salud humana y en la
produccién animal mediante diferentes mecanismos; destaca la interaccion directa
con la microbiota natural, establecimiento de reacciones enzimaticas e
interactuando con la mucosa y las células epidérmicas del intestino.

En el proceso del cultivo de los microorganismos probidticos es necesario
proveerlos de un sustrato que posea todos los nutrientes requeridos para su
desarrollo, constituye un limitante para su extensién la seleccion de medios de
cultivos adecuados y econémicamente factibles, diferentes de los convencionales,
por ello se sugiere buscar alternativas de medios naturales para su sustitucion total
o parcial, reconociéndose dentro de los candidatos los residuos agroindustriales
(Hernandez et.al 2016; Khare et.al., 2018).

El kéfir de agua como probiotico es una bebida fermentad artesanal elaborada a
partir de granos de kéfir, ha ganado una inmensa popularidad en todo el mundo
debido a sus potenciales propiedades promotoras de la salud. Las bebidas de kéfir
se comercializan y se elaboran de forma privada por parte de particulares en varios
paises. La fermentacion se produce a través de microorganismos multiespecie que
estan presentes naturalmente en los granos de kéfir (Choi et al., 2021).

Los granulos de kéfir estan en continuo crecimiento por ser microorganismos vivos;
los nddulos que se crean, se parten por gemacion y poco a poco duplican su tamafo
necesitandose mas aporte energético y espacio. Para la elaboracion a escala
comercial se necesita de cultivos seleccionados y eficientes que permitan controlar
la microflora involucrada para obtener produccién de calidad y estandarizada; asi

como extender la vida util del producto y facilitar los aspectos nutrimentales, donde



se incluyen altos valores de bacterias viables, ademas de buenas propiedades
quimicas y organolépticas.

No aparecen en las fuentes bibliograficas consultadas, muchas publicaciones que
utilicen la melaza y miel final como sustrato en la fermentacién de los GKA (Hidalgo
Guerrero, 2023), por lo que para optimizar su uso, en las condiciones de Cuba, se
requiere realizar multiples investigaciones que permitan esclarecer aspectos

relativos a concentraciones y condiciones de fermentacion.

Resultados esperados
Como resultado de la investigacion se espera el disefio de un proceso para la
mantencién de los granulos de kéfir de agua en el laboratorio y su cinética de
crecimiento. Se obtendra, ademas, un producto fermentado de kéfir de agua
crecidos en miel final con la calidad requerida.
Hipodtesis: Las condiciones de fermentacion y el sustrato pueden afectar la cinética
de crecimiento y la masa microbiana del kéfir de agua.

Variable independiente.

1. Concentraciones de miel final de cafia como sustrato para la fermentacién de

los GKA
2. Peso inicial de los granulos de Kéfir de agua
3. pH inicial de los sustratos

Variables dependientes:
. Peso Final de los GKA (g).

. Incremento de peso de los GKA:

. pH final

1
2

3

4. Disminucion del pH.

5. Sélidos solubles/Brix:
6. Pol (Contenido de sacarosa)
7. Pureza

La descripcidn de cada una de las variables se observa en el anexo 1.1.



Aportes de la investigacion

Aporte cientifico: Aportes al conocimiento que facilite el proceso de transferencia,
adopcion y generalizacién de procedimientos y protocolos técnicos relacionados
con la fermentacion de los granulos de Kéfir de agua en un sustrato a base de miel
final de cafna.

Aporte social: Informacién fundamentada y actualizada para fortalecer la
capacidad de transferencia de tecnologia sostenible a nivel local y en un sector
clave como la agroindustria azucarera que en periodos de no zafra mantienen
infraestructuras y personal subutilizado. De igual forma existe la posibilidad de
disponer de un alimento fermentado con diversas utilidades en humanos y animales.
Estructura asumida para elaborar el trabajo de diploma

El Trabajo de diploma esta conformado por una introduccion; dos capitulos, dénde
el capitulo uno resuma el marco teorico de partida desde el cual se fundamentara
la investigacion. En el capitulo dos se describen los materiales y métodos seguidos
en los diferentes ensayos. En el tercer capitulo se refleja los resultados y discusion
de las variables analizadas. Posteriormente se arribara a las conclusiones, se

brindaran recomendaciones y se mostrara las referencias bibliograficas.



CAPITULO I. MARCO TEORICO REFERENCIAL DEL TEMA DE
INVESTIGACION

1.1. Introduccién

En este capitulo se hace un analisis de los diferentes conceptos y definiciones

generales brindados por diversos autores, que contribuyen al desarrollo de la

investigacion, relacionados con el kéfir de agua y sustratos para su fermentacion.

Se persigue facilitar, mediante este analisis bibliografico, el cumplimiento de los

objetivos propuestos. En la Figura 1.1 se muestra el hilo conductor seguido para

conformar el marco tedrico referencial de la investigacion.

MIEL FINAL DE CANA DE AZUCAR COMO SUSTRATO PARA LA
MULTIPLICACION DE LOS GRANULOS DEL KEFIR DE AGUA.

Proceso

fermentacion

Kéfir de agua

—

Dinamica de fermentacion.
Tipos de fernentacion

Caracterizacion del kéfir de
agua

R

Sustratos para la fermentacion del kéfir de agua

,, —

\ 4

Residuales de la industria azucarera. Miel final de la caia aziicar como sustrato para
la fermentacién de los granulos de kéfir de agua




Figura 1.1. Hilo conductor para la elaboracion del marco tedrico y referencial de la
esta investigacion.

Fuente: “Elaboracion Propia”.

1.2. Proceso de fermentacion

La fermentacion es un fendbmeno natural anterior a nuestra comprension completa
de los procesos bioquimicos involucrados. Los antepasados aprovecharon este
proceso natural para crear una variedad de productos como cerveza, vino, hidromiel
(bebida a base de agua y miel fermentada) y queso. En las décadas de 1850y 1860,
Louis Pasteur fue el zimurgista pionero, que profundiz6 en el estudio de la
fermentacion y demostré que era causada por células vivas. Alrededor de 1837 y
1838, C. Cagniard de la Tour, T. Swann y F. Kuetzing publicaron trabajos que
proporcionaban pruebas convincentes que respaldaban la naturaleza viva de la
levadura (Supriya et al., 2023).

A través de sus investigaciones microscépicas independientes, confirmaron que la
levadura era un organismo vivo capaz de reproducirse mediante gemacion.
Curiosamente, el término "levadura" tiene sus origenes en una palabra sanscrita
que significa "hervir", probablemente porque el pan y el vino, dos alimentos basicos
de Europa, se producian con levadura. A medida que avanzaba la investigacion, los
cientificos también descubrieron la presencia de bacterias en el proceso de
fermentacion (Supriya et al., 2023).

El objetivo principal de un proceso de fermentacion es la bioconversidn de sustratos
en productos, mediante el uso de condiciones que proporcionen un entorno éptimo
para los microorganismos y promuevan la viabilidad econémica a gran escala
(Gervasi & Mandalari, 2024).

1.2.1. Tipos de fermentacion

Los procesos fermentativos se pueden clasificar segun varios criterios, no obstante
en general, se dividen en 2 tipos segun el tipo de sustrato utilizado (estado fisico del
sustrato): fermentacion en estado sdélido (FES) y fermentacion sumergida (FS o
Liquida) (Gervasi & Mandalari, 2024; Supriya et al., 2023).

10



1.2.1.1. Fermentacién en estado sdlido

La fermentacion en estado sélido es un proceso especifico en el que los
microorganismos prosperan en un sustrato sélido en condiciones controladas,
generalmente en ausencia de agua libre. Con el tiempo, el avance de estas técnicas
ha permitido la produccion a gran escala de una amplia gama de compuestos
bioactivos, incluidos antibioticos, pigmentos, antioxidantes, agentes antitumorales,
biotensioactivos, péptidos bioactivos y mas. Generalmente, la FES se utiliza para la
produccién de piensos secos fermentados, que pueden incorporarse a mezclas de
piensos basicos como los cereales integrales. Alternativamente, el alimento seco
fermentado se puede transformar en forma de polvo (Gervasi & Mandalari, 2024).
La humedad esencial para el proceso se absorbe dentro de la matriz sélida, como
lo describe. Sin embargo, es crucial que el sustrato mantenga suficiente humedad
para facilitar el crecimiento y la actividad metabdlica de los microorganismos
(Gaden, 1959).

Seleccion de microorganismos

La seleccién de microorganismos es un factor crucial para mejorar el rendimiento
del producto. El enfoque FES, caracterizado por su bajo contenido de humedad, es
aplicable a una gama restringida de microorganismos, principalmente hongos como
Rhizopus spp. y Aspergillus spp. y algunas bacterias, como Bacillus spp. y
Lactobacillus spp. también empleado en este método (Haryati et al., 2015).
Sustrato

La eleccién del sustrato juega un papel importante en el crecimiento de
microorganismos y, en consecuencia, aumenta el rendimiento del producto. Lo ideal
es que el sustrato seleccionado proporcione tanto soporte fisico como nutrientes
esenciales para sustentar un cultivo préspero.

En el proceso FES, la seleccion del sustrato es crucial ya que sirve como soporte
fisico y fuente de nutrientes para el cultivo en crecimiento. Los residuos agricolas
comunmente empleados como sustratos en FES incluyen bagazo de yuca y cafa
de azucar, varios salvados de cereales como salvado de trigo, salvado de arroz y

salvado de avena, asi como salvado de soja (Farinas, 2015). Ademas, también se
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utiliza pulpa de café y su cascara, cascaras y pulpas de frutas, virutas de madera,
mazorcas de maiz y pajitas de diferentes procedencias. Estos materiales estan
compuestos principalmente de celulosas, hemicelulosas, lignina, almidon, pectinas
y otras fibras.

Dependiendo de la composicion del sustrato se debe seleccionar el
microorganismo. Los residuos lignocelulésicos son los mas adecuados para la
actividad de los hongos que pudren la madera. Especificamente, los hongos de
pudricion blanca, que pertenecen a los grupos Basidiomicetos y algunos
Ascomicetos, son expertos en degradar la lignina. Por otro lado, los hongos de la
pudricién parda (Basidiomicetos) destacan por degradar celulosas y hemicelulosas.
Los hongos de pudricién blanda, representados por especies como Aspergillus niger
y Trichoderma reesei, poseen un sistema completo de celulasas que liberan en su
entorno.

Los residuos agricolas desempefian un doble papel en el proceso, sirviendo no sélo
como soporte solido para el crecimiento de la biomasa y la absorcién de nutrientes,
sino también como una valiosa fuente de nutrientes y carbono para los organismos.
En algunos casos, se hace necesaria una suplementacion adicional para garantizar
un crecimiento O6ptimo. ElI medio suele estar enriquecido con macro y
micronutrientes, incluidos elementos como P, S, K, Mg, Ca, Zn, Mn, Cu, Fe, Coy
yodo (Farinas, 2015). A la hora de seleccionar el sustrato, la disponibilidad y el coste
son los principales factores a tener en cuenta.

1.2.1.2. Fermentacién sumergida

La fermentacion sumergida es una técnica de cultivo que involucra microorganismos
cultivados en un caldo o sustrato liquido que fluyen libremente, en presencia de
grandes cantidades de agua libre. Este proceso descompone los nutrientes y libera
los compuestos bioactivos deseados en la solucion. En este enfoque, el sustrato de
fermentacion permanece en forma liquida, ofreciendo nutrientes esenciales para la
proliferacidn microbiana. Utiliza sustratos liquidos de flujo libre, como melaza,
caldos, azucares solubles, jugos de frutas y verduras, suero, medios liquidos,

granos de destileria humedos y aguas residuales (Missotten et al., 2015).
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En este enfoque, se cultivan microorganismos especificos dentro de recipientes
cerrados llenos de un caldo rico en nutrientes y una alta concentracién de oxigeno.
En la fermentacion sumergida (FS), el sustrato se consume rapidamente, lo que
requiere un reemplazo constante o una suplementacién con nutrientes. El
fermentador, que alberga el sustrato, funciona de forma continua y la biomasa del
producto se cosecha continuamente utilizando diversos métodos técnicos y
finalmente el producto se filtra o centrifuga y luego se seca (Sabate et al., 2012).
Las bacterias mas adecuadas para la fermentacién sumergida son aquellas que
prosperan en condiciones con alto contenido de humedad o alta actividad de agua.
La fermentacion sumergida (FS) se emplea para producir alimento liquido
fermentado utilizando estas bacterias secas. Esto convierte a SmF en la técnica
mas popular, utilizada para producir muchos productos y la opcidon predominante
para operaciones industriales (Gervasi & Mandalari, 2024).

Ventajas de la fermentacion sumergida (Supriya et al., 2023)

+ Monitoreo mejorado de la temperatura, oxigeno disuelto, pH y concentracion de
moléculas solubles en agua.

La separacion de la biomasa tras el proceso de fermentacién fue sencilla

Mezcla suave y aireacion.

Proceso de ampliacion sencillo

1.2.1.2.1. Fases durante el crecimiento microbiano (Supriya et al., 2023).

A) Fase de retraso

Después de la inoculacion, hay un periodo inicial sin un aumento significativo en el
numero de células microbianas, y esta fase se conoce como "fase de retraso".
Durante esta etapa, los organismos se aclimatan al nuevo entorno en el que son
introducidos.

B) Fase de aceleracion

La fase de aceleracion se refiere al periodo en el que las células apenas han
comenzado a multiplicarse y su numero comienza a aumentar.

C) Fase de registro
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La fase logaritmica, también conocida como fase exponencial, se caracteriza por un
aumento rapido y constante del numero de células.

D) Fase de desaceleracion

La fase de desaceleracion es el periodo en el que la tasa de crecimiento
previamente constante comienza a disminuir.

E) Fase estacionaria

Durante la etapa estacionaria, la poblacion de células microbianas alcanza un
estado de equilibrio sin que se produzca un crecimiento significativo. Esta etapa se
alcanza cuando se agota la fuente de carbono o cuando hay una acumulacion de
productos finales.

F) Fase de muerte

En la fase de muerte, el numero de células disminuye constantemente como
resultado de la reduccién de la actividad metabdlica y el agotamiento de los recursos
energeéticos, lo que conduce a la muerte celular.

La eleccion de mantener fases especificas de crecimiento celular depende del
producto deseado. En la produccion microbiana en masa, comunmente se prefiere
la fase logaritmica (log).

Los procesos fermentativos se pueden clasificar en fermentaciones por lotes, donde
el sustrato y el microorganismo productor se agregan al sistema al inicio y no se
eliminan hasta que se completa el proceso. Las fermentaciones continuas y
discontinuas involucran microorganismos que pueden inmovilizarse y reutilizarse
durante varios ciclos, lo que conduce a una mayor eficiencia.

1.3. Kéfir de agua
1.3.1. Origen y distribucién del kéfir de agua

El kéfir de agua es una bebida fermentada artesanal, ligeramente espumosa,
afrutada y carbonatada, con alto contenido en &acido lactico (hasta 2%) y bajo
contenido alcohdlico (normalmente inferior al 1%), tradicionalmente producida por
fermentacion de una solucion de sacarosa a la que se le afaden frutas frescas o
secas Yy los denominados granos de kéfir de agua (Guzel-Seydim, et al., 2023.,
Moretti et al., 2022).
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Los granulos de kéfir de agua, también conocidos como granulos de kéfir azucarado
o “sugary kefir”, tienen un origen incierto y han sido denominados con diferentes
nombres a lo largo de la historia. Algunos de estos nombres incluyen “Tibicos”,
“Tibi”, “Ginger beer plants” (plantas de cerveza de jengibre) y “Japanese Beer
Seeds” (semillas de cerveza japonesa), debido a las diferentes hipotesis sobre su
origen (Pendon et al., 2022).

Una de las hipotesis sugiere que los granulos fueron introducidos en Europa por
soldados britanicos que regresaron de la Guerra de Crimea en 1855, y los llamaron
Ginger beer plants (plantas de cerveza de jengibre). Por otro lado, una segunda
hipotesis propone que estos granulos, conocidos como "Tibis", se formaron de
manera espontanea a partir de las hojas del cactus mexicano Opuntia, donde los
microorganismos se alimentaban de las excreciones azucaradas de la planta. A
pesar de la incertidumbre sobre su origen, los granulos se transmiten de generacion
en generacion para la elaboracion casera de esta bebida fermentada en todo el
mundo (Cufaoglu & Erdinc, 2023., Fiorda et al., 2017).

El consumo de kéfir de agua, como el de muchas otras bebidas fermentadas, ha
aumentado en los ultimos afios respaldado por numerosos estudios cientificos, los
cuales documentan que esta bebida es una fuente de microorganismos probiéticos
y metabolitos con beneficios potenciales para la salud (Lynch et al., 2021), asi como
también posee dentro de sus ventajas el que es apto para consumidores veganos
y/o intolerantes a la lactosa (Guzel-Seydim et al., 2023).

Entre los paises con mayor consumo de kéfir de agua se encuentran Estados
Unidos, México y Canada, en América del Norte; Francia, Grecia, Turquia, Rumania,
Rusia, Reino Unido, Bélgica, Paises Bajos, Noruega, Suecia, Espafia y Portugal en
Europa; y Brasil, Chile, Peru y Argentina en América Latina (Fiorda et al., 2017).
1.3.2. Diversidad microbiana

A través de los afos se han realizado diversos estudios por medio de métodos
cultivo-dependientes y métodos moleculares para determinar las especies y
proporciones de microorganismos que se encuentran presentes en los tibios de

diversas regiones geograficas. Sin embargo, los resultados obtenidos varian segun
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la zona geografica de donde procedan. Ademas estas macro colonias son capaces
de modificar la proporcion de bacterias y levaduras, asi como las especies segun el
tiempo de fermentacidon, condiciones experimentales, temperatura, y los
microorganismos circundantes (Gamba et al., 2019).

En términos generales la microbiota del kéfir esta constituida principalmente por
bacterias acido-lacticas, homofermentativas y heterofermentativas, las cuales estan
presentes en la mayor proporcion, seguidas por levaduras y finalmente por algunas
bacterias acido-acéticas, conformando una asociacion simbiotica muy estable. En
general, la microbiota del kéfir de agua estda compuesta por una estructura de
polisacarido dextrinado insoluble en agua, en donde viven en simbiosis bacterias
acido lacticas, bacteria acido acéticas y lavaduras. El polisacarido es un polimero
de glucosa (da Anunciagéo et al., 2024).

1.3.3. Usos del KA

Dentro del mercado saludable en auge se encuentra el interés hacia los productos
“libres de” lactosa y colesterol, basado en un cambio de habito que limita el consumo
de productos de origen animal. En una revision, De Bellis et al., 2021) informan que
“...las matrices a base de plantas son sustratos aptos para albergar y distribuir
poblaciones microbianas debido a su riqueza en nutrientes, fibras, vitaminas,
minerales y fitoquimicos bioactivos dietéticos. Los datos disponibles indican que las
propiedades intrinsecas de promocién de la salud de diversas matrices de origen
vegetal pueden explotarse y mejorarse con éxito desarrollando una asociacion
eficaz con probidticos, cuya actividad beneficiosa podria a su vez mejorarse y
modularse mediante componentes del vehiculo de origen vegetal.”. A su vez, la
preferencia por los productos probioticos de origen vegetal se puede deber también
al creciente interés en una dieta basada en plantas, impulsado por motivaciones
medioambientales.

Los granos de kéfir tanto de leche como de agua son particulas gelatinosas que
contienen microorganismos probioticos. Si bien, los dos tipos de bebidas

fermentadas se obtienen a partir de estos granos, éstas tienen caracteristicas fisicas
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y quimicas diferentes y una composicion microbiolégica distinta; mientras que el
kéfir de leche se ha estudiado.

Ademas de las tendencias de mercado orientadas a productos percibidos como
saludables durante la pandemia de COVID 19 se exploraron agentes antivirales no
convencionales para reducir el riesgo de infeccion y promover una recuperacion
rapida de esta enfermedad. Debido al potencial de actividad antiviral, los alimentos
fermentados y sus bacterias probioticas recibieron especial interés. Varias cepas de
probidticos demostraron una amplia gama de actividades antivirales y diferentes
mecanismos de accion, debido la estimulacién de la funcion del sistema inmunitario
y a la produccion de componentes bioactivos (Moretti et al., 2022). Al kéfir de agua
se le atribuyen propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes y
hepatoprotectoras y se considera puede ayudar a mejorar la salud intestinal y la
respuesta inmune (Guzel-Seydim et al., 2023).

El desarrollo de polimeros de base biologica estd ganando cada vez mas
importancia en materia de investigacion y desarrollo industrial, potenciado por
preocupaciones medioambientales (incremento de desechos plasticos,
calentamiento global, reduccion en la disponibilidad de recursos fosiles; en
particular, existe un interés creciente en el desarrollo de membranas renovables y
biodegradables (Linares-Bravo et al., 2022)

En el campo industrial, la mayoria de peliculas de base biolégica son aquellas que
proceden de plantas (almidén, pectina), algas (alginato, carragenina), proteinas
animales (gelatina, caseina) y algunos polisacaridos microbianos (xantana)
(Linares-Bravo et al., 2022; Moretti et al.,, 2022). La busqueda de alternativas
poliméricas y/o diferentes estrategias de formulacién de peliculas gana cada vez
mas protagonismo. Dentro de esta clase de biopolimeros, los exopolisacaridos
(EPSs), como el dextrano presente en el kéfir de agua, han recibido especial
atencion. Estos son producidos por una variedad de bacterias, las cuales los
secretan en forma de capsulas o como una delgada capa alrededor de la célula
bacteriana. Particularmente, en la produccion de kéfir de agua, a medida que se

producen los ciclos de fermentacion, la cantidad de biomasa aumenta y la que no
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se utiliza como in6culo para la siguiente fermentacion, puede emplearse como
fuente de extraccidon de dextrano e incorporarla en matrices a base de biopolimeros
para el desarrollo sostenible de peliculas (Marinho et al., 2023).

1.3.4. Dinamica de fermentacion e interacciéon microbiana

La composicion del kéfir de agua y sus caracteristicas sensoriales dependen de
diferentes factores del proceso de fermentacion como el inéculo (origen de los
granos), la concentracion y tipo de azucar, composicion del medio, capacidad buffer,
concentracion de calcio, incorporacion de oxigeno, tiempo y temperatura de
fermentacion, el tipo de fruta afiadida, entre otros (Lynch et al., 2021; Pendén et al.,
2022).

Durante la fermentacion, hay procesos que suceden simultaneamente como el
crecimiento de los granos de kéfir y la sintesis de glucano. Durante las primeras 24
h de fermentacion, la concentracion de sacarosa disminuye en un 98%, mientras
que la concentracién de etanol se incrementa, y sucesivamente, la de acido lactico,
glicerol, acetato y manitol; este consumo inicial de sacarosa esta positivamente
correlacionado con la produccién de etanol por las levaduras (principalmente
Saccharomyces cerevisiae). Las levaduras también poseen una invertasa que
hidroliza la sacarosa, incrementando la concentracion de fructosa y glucosa, que
son metabolizadas por las bacterias acido lactico y acido acético. En etapas
avanzadas del proceso, los niveles de etanol disminuyen debido a su conversién en
acetato por las bacterias acido acéticas (Pendodn et al., 2022). En la tabla 1.1 se
destacan algunas condiciones generales de fermentacion reportadas en la
bibliografia.
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Tabla 1.1. Condiciones de fermentacion del kéfir de agua

Biomasa  Sustrato (% p/v) Temperatura de Tiempo (h) Referencia
(% plv) fermentacion (°C)
6-20 Azucar (6-30) 21 24-48 (Pendon et al., 2022)
6 a 30 Sacarosa (6,10) 20-25 24-72 (Moretti et al., 2022
kefir)
10 Azucar refinada, azucar 27 48 (Tavares et al.,
morena, azucar de coco, 2023)
azucar demerara, melaza
de cafia (10)
20 Azucar (4) 21 17,21,25,29 (Laureys, Leroy,

Vandamme, & De

Vuyst, 2022)

El kéfir de agua al comienzo de la fermentacion es un entorno desafiante para los
microorganismos, ya que tiene niveles altos de carbono (sacarosa) pero los niveles
de nitrogeno disponible son bajos. El nitrégeno es esencial para el crecimiento de
los microorganismos y se encuentra inmovilizado en las frutas. Es necesario que las
levaduras secreten al medio aminodacidos y péptidos, que extraen de las frutas, para
que estén disponibles para las bacterias (Lynch et al., 2021). Ademas, las levaduras
hidrolizan la sacarosa produciendo glucosa y fructosa. Estos azucares son
utilizados para realizar la fermentacion alcohdlica dando lugar a etanol y diéxido de
carbono, lo que contribuye a ese toque gaseoso caracteristico del kéfir (Lynch et al.,
2021). La hidrolisis de la sacarosa, hace que la fructosa y la glucosa estén
disponibles para las bacterias. Las BAL también son capaces de hidrolizar la
sacarosa dando lugar a glucosa y fructosa, que via fermentacion lactica genera
acido lactico, lo que reduce el pH de la bebida y ayuda a inhibir el crecimiento de
microorganismos no deseados; ademas la sacarosa es el sustrato principal para
la sintesis del dextrano un exopolisacarido producido por las BAL, y el

componente principal de la matriz de los nédulos (Ozcelik et al., 2021). Durante la

19



fermentacion hay BAL que pasan a la solucion donde crecen y fermentan azucares
y otras que se quedan unidas a los nddulos donde se encargan de sintetizar la matriz
que los conforma (Penddn et al., 2022). Por ultimo, las bacterias acido acéticas
(BAA) contribuyen a mantener el pH bajo metabolizando etanol y en menor medida
glucosa, produciendo acido acético y acido gluconico respectivamente (Martinez-
Torres et al., 2017).

1.3.5. Fabricacién de bebidas con kéfir de agua

1.3.5.1. Produccion industrial. La metodologia general para la produccion de kéfir
de agua se ilustra en la Figura 1.1. Primero se prepara un medio de sacarosa con o
sin frutas secas o extractos de frutas; se afiaden los granos de kéfir y se incuban a
21°C por 2-3 dias. Después de la fermentacion, los granos se separan del medio
por filtracion, se lavan, se secan y se mantienen en un tanque de refrigeracion hasta
la proxima inoculacion; esencialmente pueden reutilizarse ad infinitum. Es
importante mencionar que el uso de cultivos iniciadores definidos no es comun en
la elaboracion de kéfir de agua de forma artesanal. Dado que la regulacién del
proceso de produccion de kéfir es incipiente, también es necesario definir muchos
parametros de calidad para el escalado de este producto (Laureys et al., 2022;
Moretti et al., 2022 kefir).
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Preparacidn del Pasteurizacién y Adicion del inoculo de Evaluacion de Filtracion Envasado del
medio de cultivo Enfriamiento fermentacion al medio paréimetros para kélir de agua y
detener la Almacenamiento
El medio de cultivo debe tener una fuente de *6-30% (p/V) de aziicar lermentacion (4°C)
Carbono y agua; opcionalmente, se pueden utilizar *6-30% (p/V) de biomasa pH, ATT,
ademas fuentes de Nitrégeno y minerales *T:21°C, 1:24-T2h concentracion de
azlcar, alcohol,

Se han utiizado coma Fuente de: compuestos
<Carbono: Diversos tipos de azicar, melaza de aromaticos
cafa, lactosa .“ v ﬁ

-Nitrdgeno y minerales: suero de leche, diversos g S
Irutos frescos y sSecos, principalmente  higo

deshidratado. o A N
;—%-g ﬁw‘— i -

Lavado de los Recuperacion de Homogeneizacion
granos de kéfir los granos de kéfir de los granos de
kéfir para la
extraccion de

Dextrano

Figura 1.1. Diagrama de proceso general de produccion del kéfir de agua a pequen
escala industrial. Elaborado a partir de informacion de: Guzel-Seydim et al., 2021),
Laureys et al., 2022) y Zannini et al., (2023).

1.3.5.2. Proceso de elaboracion artesanal

En este proceso, los granulos de kefir de agua se agregan directamente a la
solucién azucarada preparada con agua potable o mineral y se incuban a
temperatura ambiente. Una vez finalizada la fermentacion, los granulos se separan
del medio por filtracion a través de un tamiz o colador, se lavan, se secan
suavemente y se mantienen en un tanque de enfriamiento para la siguiente
inoculacion. Una vez filtrada la bebida fermentada, se almacena a 4°C y ya esta lista
para su consumo Yy/o distribucién. Luego de envasado el kefir, la fermentacion
continia aunque mas lentamente debido a los microorganismos presentes. La vida
util del producto envasado aun no se ha definido, aunque podria relacionarse con la

viabilidad de los microorganismos y con las caracteristicas organolépticas del
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producto fermentado, las cuales van cambiando a lo largo de la fermentacion
(Cadena, 2022; Monar et al., 2014).

Existe una interrelacion entre la composicién del medio, las condiciones de
fermentacion, la composicion microbiana, la cinética y los productos de
fermentacion del kéfir de agua resultante. Por lo tanto, las caracteristicas de cada
proceso de fermentacién dependen de la seleccion especifica de los sustratos
utilizados (Safak et al., 2023., Zannini et al., 2022).

1.3.6. Seguridad de las bebidas de kéfir de agua

Debido a que el pH del kéfir de agua suele estar por debajo de 4,5, incluso al inicio
de la fermentacion, y generalmente disminuye aun mas después, va acompafado
de la produccién de acido lactico y acido acético (Laureys et al., 2018, 2019), el
riesgo de crecimiento de microorganismos indeseables es bajo; sin embargo, este
es el caso cuando se utilizan higos secos; Es posible que el uso de otras frutas no
proporcione un pH tan bajo y, por lo tanto, proteccion (Randazzo et al., 2016). Sin
embargo, el agua del grifo normalmente se hierve durante la preparacion del kéfir
de agua. Los sustratos agregados, por ejemplo, frutas, pueden contribuir con
microorganismos indeseables (por ejemplo, Enterobacteriaceae y/o Pseudomonas);
sin embargo, el riesgo puede reducirse si las frutas se pelan, se lavan y/o se agrega
agua para la preparaciéon del kéfir mientras aun esta cerca de hervir.
Alternativamente, la preparacién de extractos de frutas permite un procesamiento
mas facil del material del sustrato, haciéndolo susceptible de pasteurizacion, lo que
se ha demostrado que reduce los niveles de contaminantes microbianos (Randazzo
et al., 2016). Ademas, con la excepcion de algunas especies de Enterobacter, no
se han aislado ni reportado microorganismos patdégenos en los granos de kéfir de
agua (Gupta et al., 2024).

Si bien el contenido de etanol que puede oscilar entre 0,02 y 2,0% (Martinez-Torres
et al.,, 2017) podria ser otro obstaculo contra microorganismos indeseables,
generalmente se produce tarde en la fermentacion; Ademas, en las bebidas que
normalmente se comercializan por sus beneficios para la salud, los niveles

significativos de alcohol no son deseables, especialmente si estan etiquetados
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como sin alcohol. En muchos paises, el umbral por debajo del cual debe estar el
contenido de etanol para ser etiquetado como no alcohdlico es 0,5 %, pero esto
puede variar segun el pais (Bellut et al., 2019). Sin embargo, al igual que con otros
tipos de bebidas fermentadas, si el producto no esta pasteurizado y contiene
microorganismos vivos, existe el riesgo de que la fermentacidn continua en la botella
y pueda dar lugar a una formacién continua de etanol durante el almacenamiento.
Este es un problema potencial real cuando se venden productos vivos no
pasteurizados, especialmente porque muchos productores y mayoristas
secundarios no emplean la cadena de frio; por otro lado, muchos productores de
kéfir optan por vender productos con cultivos vivos (no pasteurizados) en las
botellas, ya que esto puede ser un factor positivo para los consumidores debido a
los supuestos beneficios para la salud (Gupta et al., 2024).

1.3.7. Efectos beneficiosos del kéfir de agua (azucarado)

Los beneficios para la salud debido a la ingesta de kéfir de agua se sustentan
empiricamente en siglos de consumo por parte de los humanos. Se ha encontrado
amplia evidencia cientifica y, recientemente, se publicaron investigaciones muy
completas, que incluyen el estudio de la actividad biolégica de esta bebida (Egea et
al., 2022.,Gamba et al., 2019). En adicidon a esta actividad antimicrobiana, al kéfir
de agua se le han asignado caracteristicas inmunomodulantes, antihipertensivas,
antitumorales, anticancerigenas hepatoprotectivas, antitoxigénicas,
hipocolesteromicas, hiperglicemicas, antihiperlipidicas, antioxidantes,
antiedematosas, antiinflamatorias y antiulcerogénicas. Asimismo, puede ayudar a
mejorar la salud intestinal y la inmunidad (Bueno et al., 2021.,Glzel-Seydim et al.,
2023.,Koh et al., 2024., Moretti et al., 2022).

A su vez se ha encontrado que posee actividad antimicrobiana comprobada frente
a diversas especies de microorganismos patdégenos, como Streptococcus
pyogenes, S. salivarius, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella tiphymurium, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Shigella sp.,

Staphylococcus aureus y Candida albicans (Moretti et al., 2022).
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También, se describe que el producto de la fermentacién con agua azucarada
produjo inhibicion de C. albicans, S. typhi, Shigella sonnei, S. aureus, y E. coli, en
algunos casos con un efecto mayor al obtenido con los productos antimicrobianos
comunmente utilizados; distintos autores relacionan la capacidad antimicrobiana
con la presencia de acidos organicos débiles como los acidos acético y lactico (Caro
Vélez y Ledn Pelaez, 2015 Pamela., Fiorda et al., 2017).

Entonces, estos beneficios para la salud podrian atribuirse a los microorganismos
presentes 0 a sus metabolitos (acidos organicos y oligosacaridos, entre otros), asi
como también al efecto sinérgico debido a la presencia simultanea de ambos.
Ademas, estos constituyentes podrian ser los causantes de la actividad biolégica,
generada por accioén directa o indirecta, a través de la estimulacién de la microbiota
intestinal (Fiorda et al., 2017).

Estos efectos podrian atribuirse tanto a los microorganismos benéficos que se
encuentran en la bebida fermentada como a sus metabolitos (acidos organicos y
oligosacaridos), de forma directa, o indirecta, a través de la estimulacién de la
microbiota intestinal. Sin embargo, aun se necesitan mas investigaciones para
comprender los multiples beneficios a la salud asociados al consumo de kéfir de
agua (Moretti et al., 2022 kefir), ya que las diferencias en el método de produccion
y factores tales como el origen del inoculo, los sustratos utilizados, la temperatura
de fermentacion y el tiempo influyen en el tipo y concentracién de agentes bioactivos
generados (Lynch et al., 2021). Es importante mencionar que a menudo se consume
el kéfir como una bebida artesanal o de fabricacion casera, por lo que ni el proceso
de fermentacion, ni la identidad de las cepas probidticas empleadas en su
fabricacion estan regulados; por tanto, es necesario incorporarla a la legislacién
alimentaria de los paises donde se consume (Moretti et al., 2022 kefir). Hasta 2021
ninguna cepa bacteriana habia recibido aprobacién para ser considerada como
probidtico en la Unién Europea (Lynch et al., 2021).

En el Caucaso, donde el kéfir se ha consumido a lo largo de los ainos, las personas
viven hasta 110 y 125 afos y se mantiene en buena salud, no conocen la

tuberculosis, el cancer o las enfermedades de los ojos.
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1.3.8. Sustratos para la fermentacion del kéfir de agua

El kéfir de agua se desarrolla en sustratos de sacarosa puede ser azucar blanca,
azucar morena, panela o piloncillo, miel de abeja, cafia de azucar entre otros
sustratos que aporten una fuente de sacarosa para que los microorganismos de la
matriz puedan degradarla y formar acido lactico, acido acético y alcohol entre otros
compuestos (Tavares et al., 2023).

1.3.8.1. Azlcar blanco.

En términos mas comunes llamamos azucar blanca a la sacarosa que es un
disacarido formado por una molécula de fructosa y una de glucosa que se obtiene
principalmente de la cafia azucarera, para obtener el azucar blanco es sometido a
un proceso final de centrifugaciéon hasta 1000rpm. Desde el punto de vista
nutricional el azucar blanco contiene calorias sin ningun tipo de nutriente es por ello
que la OMS recomienda el consumo moderado de este sustrato endulzante,
senalandose dentro de su composicién (valor nutricional por 100g): Calorias (400),
Carbohidratos - Sacarosa, Fructosa y Glucosa- (99.6%), Minerales: Hierro 0,6 mg,
Magnesio 0,5 mg (Duran 2018, citado por (Barillas-Figueroa, 2021).

1.3.8.2. Azlcar morena (azUcar prieta).

Azucar de cafia no centrifugada (NCS, en inglés), es la denominacién técnica
utilizado por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion Naciones (FAQO), es un producto sélido sin refinar que se obtiene por
evaporacion del jugo de cana de azucar (FAO, 1994). Se ha consumido
tradicionalmente como un edulcorante en la mayoria de las regiones productoras de
cafia de azucar del mundo donde se le conoce con muchos nombres diferentes,
siendo los mas comunes azucar moreno y gur (sur de Asia), panela (América
Latina), moscovado (Filipinas), rapadura y azucar mascavo (Brasil) y kokuto
(Japon), (Jaffe, 2015). Senalandose dentro de su composicion (valor nutricional por
100g): Calorias (376), Carbohidratos - Sacarosa, Fructosa y Glucosa- (96%),
Minerales: Potasio (60 mg), Calcio (75 mg), Hierro (70 mg), Magnesio (60 mg),
Manganeso (0,3 mg), Zinc (0,2 mg) y Vitaminas (0,32 mg) (Ayustaningwarno et al.,
2023).
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1.3.8.3. Panela (raspadura).

La panela es la misma variante de los azucares blanco y moreno y debido a la
purificacion esta es mucho menor pues conserva la coloracion marrén mucho mas
notoria y el sabor acaramelado propio de la cafia de azucar, aunque la funcion
endulzante del azucar refinado y la panela es el mismo, la diferencia esta presente
en la presencia de algunas vitaminas y minerales, pues al no ser refinado contiene
estos componentes en mayor cuantia (Santos et al., 2024): (valor nutricional por
1009g): Calorias (312), Carbohidratos — Sacarosa (83%), Fructosa (6%) y Glucosa
(6%), Minerales (mg): Potasio (60 mg), Calcio (80 mg), Hierro (80 mg), Magnesio
(95 mg), Manganeso (0,5 mg), Zinc (0,6 mg) y Vitaminas (0,32 mg).

1.3.8.4. Sustratos Saborizantes para fermentacion

En la elaboracion del kéfir de agua se afiaden algun tipo de saborizantes para
mejorar el sabor y el color del mismo, ademas agregar sustratos saborizantes le da
ese toque frutal a la bebida, para ello se pueden usar o afnadir distintos saborizantes
de frutos secos como higos, uvas, también Té negro, Limoén, Naranja, entre otros
(Ledesma, 2022).

1.3.8.5. Sustratos alternativos

Se ha utilizado una gran variedad de sustratos para preparar kefir de agua. Los
granulos son agregados a soluciones azucaradas que se elaboran empleando
azucares no refinados como las melazas del jugo de cana de azucar o el azucar
rubio (mascabado o “mascabo”) como sustrato. Generalmente, también se
adicionan higos o rodajas de limén (Laureys & De Vuyst, 2014).

Se emplean sustratos alternativos con el fin de lograr bebidas funcionales con
diferentes caracteristicas sensoriales, debidas a los diversos compuestos
metabdlicos formados (Fiorda et al., 2017). Se ha descrito la adicion de frutas y
verduras como zanahoria, hinojo, melén, cebolla, tomate y frutilla (Corona et al.,
2016), en donde se evalud la permanencia de las propiedades beneficiosas para la
salud, provenientes tanto del vegetal como del kéfir, y se estudio la aceptacion por
parte de consumidores potenciales, quienes prefirieron las bebidas de zanahoria y

tomate por sobre las demas. Koh et al. 2018, emplearon calabaza como sustrato
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para fermentar kéfir, logrando una buena aceptabilidad general y una alta viabilidad
de los microorganismos caracteristicos de la bebida.

En los ultimos anos, se realizaron diversos trabajos empleando otros sustratos, tales
como extracto de coco e inulina (Alves et al., 2021), donde se hallaron un mayor
crecimiento de los granulos de kéfir cuando las concentraciones de inulina fueron
mayores; suero de soja (Azi et al., 2021), donde determinaron que los granulos de
kéfir de agua son un iniciador viable para transformar el suero de soja en una bebida
bioactiva; fruta de olivo ruso (Darvishzadeh et al., 2021), con el fin de lograr una
bebida con alta actividad antioxidante; manzana (Velazquez-Quifiones et al., 2021),
donde emplearon granulos de kéfir de agua para elaborar una bebida tradicional
(Tepache); pitayo roja (Bueno et al., 2021), en el que evaluaron su inactividad y
caracteristicas sensoriales; cereza cornalina, espino, granada, ciruela roja y rosada
(Ozcelik et al., 2021), de las cuales granada y ciruela rosada fueron mas aceptadas
por los panelistas; y de remolacha (Paredes et al., 2022), donde se analizaron sus
caracteristicas fisicoquimicas. Esta diversidad de sustratos explorados demuestra
el interés en la busqueda de alternativas para la elaboracién de bebidas
fermentadas innovadoras y también econdmicas.

La utilizacion de sustratos alternativos para un posible usos como aditivo zootécnico
es mas limitado, no obstante se evalu6 el efecto del kéfir como probidtico en el
rendimiento de cabritos durante los periodos previo (45 dias) y posterior al destete
(45 dias), utilizando como sustrato a leche (Atapodlu et al., 2010). En evaluacién del
efecto de un producto fermentado de kéfir de agua (tibicos) en sustrato de miel de
abeja como acidificante suministrado en el agua de bebida de pollos de engorde,
durante todas las etapas (42 dias) para mejorar los parametros productivos
(Gabriela Galarza-Heredia et al., 2023).

Otras investigaciones evaluaron los efectos de la ingesta de kéfir sobre el
crecimiento y algunos perfiles bioquimicos en conejos domésticos utilizando como
sustrato la leche (Tarek, Zabut, & Al-Krenawie, 2017), sobre la reduccion de vibrios
presentes en el cultivo de Penaeus vannamei a partir de la fermentacion del jugo

de cafa (Troya et al., 2021) y a escala de granja se evalué la palatabilidad y posibles
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efectos secundarios en lechones destetados de diferentes pesos (Gangnat &
Kreuzer, 2021), usando para el fermentado azucar blanca y melaza de remolacha

azucarera.

1.4. Residuales de la agroindustria

Los subproductos industriales derivados de la agricultura, la silvicultura y la pesca
suponen el 1,4% de la produccion total de residuos en la Unién Europea (Bedoi¢ et
al., 2019).

Los residuos, coproductos y subproductos agricolas juegan un papel relevante en
la produccién de alimentos para animales a nivel mundial, mientras que los residuos
de biomasa se utilizan ampliamente en la produccion de bioenergia. Sin embargo,
una bioeconomia sostenible debe priorizar la produccién de alimentos de alta
calidad (Capanoglu et al., 2022; Valenti, Porto, Selvaggi, & Pecorino, 2020). Los
volumenes que se generan de estos residuos depende en gran medida de factores
bidticos y abidticos. Se ha informado que los paises de Europa occidental muestran
un alto potencial para el uso de subproductos de las actividades de cultivo de
hortalizas. Por el contrario, en Europa Central y del Este se obtienen grandes
volumenes de subproductos de cereales y la valorizacion de los subproductos
podria ser de gran interés debido a sus superficies terrestres y condiciones
climaticas suaves (Bedoic et al., 2019).

1.4.1. Residuales de la agroindustria azucarera

1.4.1.1. Proceso tecnoldgico de la cafia de azucar

En sus trabajos (Barillas-Figueroa, 2021; Suasnavar-Ardén, 2022), describen que
el proceso productivo de la azucar comienza con la recepcidon y manejo del cultivo
de cafia, en donde se determina el peso bruto de la cafa de azucar y se
toman muestras de unidades en frecuencia fijada con anterioridad para su
analisis. Posterior a la recepcion sigue la preparacidon en donde se busca
transformar la cafia en un material mas homogéneo y denso. En el proceso se llevan
a cabo dos acciones: la reduccion de longitud de la cafia a trozos pequefos
utilizando cuchillas giratorias y la desintegracion del tejido por la acciéon de

desfibradoras.
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Luego de preparar la cafia, esta es alimentada a un tdndem de molinos en arreglos
de cuatro mazas para la extraccion del jugo de cafia por accion mecanica de los
molinos y por accion fisicoquimica al usar inhibicion compuesta. Esta ultima
comprende de la alimentacién de agua caliente al bagazo encontrado en el ultimo
molino y se realiza una retroalimentacion en sentido contrario del jugo obtenido
hasta alcanzar el segundo molino.

Como resultado anterior se presentan dos corrientes: una de bagazo que es
utilizado como combustible en la caldera para la generacion de vapor y energia
eléctrica requerido en el proceso y la segunda representado por el jugo mezclado
de cafa que aun posee impurezas como tierra, arena, bagacillo, componentes
microbianos, entre otros. Este jugo es dirigido al proceso de clarificacion en donde
se utiliza acido fosférico, sulfatacién y altas temperaturas para obtener un jugo
clarificado con las caracteristicas para producir un azucar de la calidad requerida.
El jugo clarificado es luego calentado para evaporar el contenido de agua y
aumentar la concentracién de grados Brix para formar la meladura, utilizandose
evaporadores dispuestos en arreglo para formar un sistema de evaporacion de
multiple efecto. La meladura obtenida es luego clarificada para su remocién de
impurezas (principalmente para la produccion de azucar refinada); iniciando con un
tratamiento fisicoquimico para generar conglomerados de particulas solidas y
remover sustancias colorantes, se sigue con un calentamiento y finaliza con la
inyeccidon de burbujas de aire desde el fondo hacia la superficie para formar una
espuma con impurezas facil de remover.

La meladura ya clarificada es luego materia en dos procesos: desarrollo o
crecimiento del cristal de sacarosa y el agotamiento de las mieles (disminucién de
su pureza aparente). En la cristalizacion, por método de semilla miento, a la solucion
con un coeficiente de sobresaturacion de entre 1.00 y 1.25 se agrega una cantidad
determinada de semilla para propagar la formacion de cristales, la adiciéon de agua
caliente y evaporaciéon continua permite apartar la viscosidad de la meladura
alrededor de los cristales. En la industria, se utiliza un sistema de tres masas y doble

magma para el desarrollo del cristal y agotamiento de las mieles, en donde en un
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sentido se agota la pureza del material azucarado y en el sentido contrario se
desarrolla el tamano del cristal al deseado. El producto final del agotamiento de las
mieles corresponde al residuo denominado como melaza, el cual es usado
actualmente como alimento para ganado o sustrato para la produccion de etanol

usado en la industria de bebidas alcohdlicas.
1.4.1.2. Miel final de la cafia de azlcar (melaza)

1.4.1.2.1. Miel final de cafa de azucar y su uso en la fabricaciéon de dietas
para ganado.

Existen diversidad de melazas (Ozbay et al., 2024) y (Conadesuca, 2016), no
obstante, la melaza o miel final de cafia de azucar corresponde a un residuo en la
fabricacion de azucar en los ingenios. La miel final o miel C se obtiene en la
separacion consecutivas de mieles que se realiza luego de la evaporacion de la
meladura y su posterior cristalizacion (Cerda-Mejia et al., 2020). Al principio, la
miel final de cafa de azucar (melaza) era considerada unicamente como un
‘desecho” el cual era utilizado para compactar el polvo de las carreteras de
tierras, sin embargo, actualmente dentro de la industria es utilizada como
suplemento nutricional en el alimento de ganado, como fuente de carbono en la
industria de bebidas alcohdlicas, o se vende al extranjero como materia prima para
otros procesos (Delgado et al., 2010).

La miel final o melaza en la produccién de cafia de azucar puede llegar a representar
un problema, incluso de contaminacion ambiental por los ingenios azucareros;
razon por la cual resulta de interés conocer la importancia de la melaza como fuente
de alimentacién para animales y su uso en otros procesos para su valorizacion como

puede ser de sustrato para el desarrollo de microorganismos (Zohri et al., 2018).

1.4.1.2.2. Propiedades fisico-quimicas de la miel final de cafa de aztucar
(melaza).

La melaza es el residuo de cristalizacion final del azucar, del que no se puede
obtener mas azucar por métodos fisicos. Se elabora mediante la coccion del jugo
de la cafia de azucar hasta la evaporaciéon parcial de agua que éste contiene,

formandose un producto meloso semi-cristalizado. Su aspecto es similar al de la
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miel de abeja aunque de color parduzco muy oscuro, practicamente negro. El sabor
es dulce, agradable, segun los expertos, cuanto mas oscura sea, mas sabor y
nutrientes tendra (Zohri et al., 2018).

A la melaza se le denomina miel final 85° Brix. La denominacién Brix es usada para
indicar la gravedad especifica. La lectura en Brix se usa en la comercializacion; de
esta manera cuando las lecturas en Brix son usadas en soluciones puras de azucar,
estas indican el porcentaje de azucares por peso. No obstante, la melaza contiene
también ciertos minerales, gomas y otros materiales extrafios, por lo que las lecturas
en Brix no son un indicador verdadero del total de azucar o sdlidos totales
(Mohamed et al., 2024).

Cuando la temperatura aumenta, la viscosidad de la melaza disminuye, por lo que
la melaza es mas facil bombearla y mezclarla con otros ingredientes de los piensos.
La viscosidad de la melaza puede cambiar con el manejo o bombeo, debido a lo
cual, es inusual que a las medidas volumétricas les falte una precision de hasta 5%.
En general, la viscosidad de la melaza es tan alta, que sin disolucion, es muy dificil
la lectura de ella con el hidrémetro.

La melaza contiene de 75 a 83% de materia seca, 30 a 40% de sacarosa, 2.5 a
4.5% de compuestos nitrogenados (predominado aspartato y glutamato) y
aproximadamente, 0.4 a 1.5% de nitrogeno. La melaza contiene de 26 a 40% de
sacarosa y de 12 a 25% de azucares reductores, con un contenido total de azucar
de mas de 50 a 60%. El contenido de proteina cruda normalmente es bastante bajo
(cerca del 3%) y variable, el contenido de ceniza varia de 8-10%, constituido
principalmente por K, Mg, Ca, Cl y sales de azufre (Michel, 2009). Esta tiene un
contenido promedio de 50% de azucares: 33% de sacarosa, 9% de glucosa y
8% de fructosa; ademas del resto de sdlidos en impurezas no deseadas en el
producto final cristalizado a comercializar. La produccién de la melaza es de 0.03
toneladas por tonelada de cafia molida, o, en otras palabras, corresponde a
0.24 toneladas de melaza por tonelada de azucar para comercializar producida
(Cerda-Mejia et al., 2020).
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1.4.1.2.3. Melaza como medio de cultivo natural.

La melaza de cafia de azucar es una fuente mas econdmica para la produccién de
productos de valor agregado por fermentaciéon, ya que contiene una gran
cantidad de carbohidratos (45-60%), es un subproducto de la industria cafiera y es
un recurso renovable.

En diversos estudios se evalua uso como sustrato para la fermentacion microbiana;
la importancia de bacterias acido lacticas (BAL), como los Lactobacillus sp. a nivel
mundial, hace necesario encontrar métodos O&ptimos para su crecimiento,
utilizando sustratos diferentes para su desarrollo, este autor empled la melaza de
cafia como sustrato iniciador para el incremento de L. plantarum y concluy6 que la
melaza de cafa podria ser usada como sustrato para el desarrollo de estas
bacterias (Ossa et al., 2010). (Vidra et al., 2017), estudiaron la produccion de acido
lactico a partir de melaza de azucar mediante fermentaciones discontinuas con
resultados favorables. Minari et al.,(Minari et al., 2024) comprob6é en su
investigacion la produccién de exopolisacaridos (EPS) utilizandose como fuentes de
carbono alternativas, la melaza de cana de azucar y glicerol. Estos residuos de la
agroindustria son econdmicos y su uso contribuye a la sostenibilidad.

También la melaza se utilizé como fuente de carbono y nitrégeno de bajo costo para
producir kéfiran, empleando para ello la cepa de Lactobacillus kefiranofaciens JCM
6985 (Suksawang et al., 2016). Estos autores plantean que los resultados obtenidos
muestran que la melaza y las células de levadura utilizadas como sustratos se
pueden utilizar como nutrientes de bajo costo para la produccién de kéfiran. Otro
estudio modelé la cinética de fermentacioén para la sintesis de acido lactico a partir
de melaza de cafia de azucar con Lactobacillus leichmannii ATCC 7830,
obteniéndose luego de 190.75 h de fermentacion, 216.20 g de acido lactico como
producto principal deseado y 302.40 g de acido citrico como parte de los
subproductos de mayor presencia (Barillas-Figueroa, 2021).

En la evaluacion de microorganismos candidatos a probidtico (L. plantarum 22
LMC) a nivel de laboratorio en un medio de cultivo con residuos agroindustriales

(Vera Mejia et al., 2021). Se empled un medio natural a partir de melaza (20 %),
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suero de leche (33,0 %) y levadura hidrolizada (10,36 %) (MLS), observandose una
velocidad de crecimiento y concentraciones de células viables similares a las que
se obtienen cuando se utiliza el medio MRS o medio de referencia. Asi también
dentro de los sustratos empleados para la fermentacion con granulos de kéfir, la
melaza de cafa es un sustrato a seguir evaluando (Gamba et al., 2019; Tavares et
al., 2023).
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CAPITULO IIl. MATERIALES Y METODOS:

2.1. Caracterizacion de la unidad de estudio: La investigacion se realizara en el
Laboratorio del Central Azucarero Melanio Hernandez Hernandez, perteneciente a
la Empresa Azucarera de su mismo nombre, ubicada en el poblado de Tuinicu,
Municipio Taguasco, provincia de Sancti Spiritus, Cuba y en el Laboratorio de
Referencia para la Investigacion y Salud Apicola (LARISA).

2.2. Granulos de Kéfir: Los granos de kéfir de agua se obtendran del banco de
cepas de la Facultad Agropecuaria de la Universidad de Sancti Spiritus “José Marti
Pérez” (UNISS) y del Laboratorio de Referencia para la Investigacion y Salud
Apicola (LARISA).

2.3. Miel de cana de azucar: Miel Final (Miel de purga-nombre comun), se obtuvo
del proceso de Fabricacion del Central de la Empresa Agroindustrial Azucarera
“‘Melanio Hernandez Hernandez”, ubicada en el poblado de Tuinicu, Municipio
Taguasco, provincia de Sancti Spiritus, Cuba. El azucar sin refinar (azucar morena),
fue obtenida de la misma empresa.

2.4. Activacion y produccion del consorcio microbiano Kéfir de agua. Para la
activacion del consorcio microbiano o pre fermentaciones (Laureys et al., 2018);
29.59 g de biomasa de los granulos de kéfir de agua (peso humedo/peso drenado)
fueron inoculados a 211.4 mL de sustrato a base de miel final al 7 % p/v (14.8 g),
como principal fuente de carbono e incubado a temperatura ambiente (27+2°C)
durante 72 horas. Luego, los granos de kéfir fueron filtrados, lavados con agua de
grifo y drenados. La produccidon de biomasa se llevé a cabo constantemente en
Beaker con capacidad de 500 mL. Bajo estas condiciones y procedimiento se
repitieron los pases hasta alcanzar la masa bacteriana del consorcio microbiano

para los restantes ensayos (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Procedimiento de prefermentacion de los granulos de kéfir de agua
(GKA): Se parte de la proporcion de 7 % miel final y 14% de kéfir.
2.5. Ensayo de repetitividad.
2.5.1. Preparacion del sustrato y fermentacién. Se prepararon para el proceso
de fermentacion tres Erlenmeyer de 500 mL en condiciones asépticas, se le anadio
la miel final de azucar de cafia diluida al 7% p/v. Posteriormente los GKA (94-999)
se inocularon en solucién de miel final de cafia de azucar al 7 % p/v. Los GKA se
incubaron durante 72 h a temperatura ambiente (27 £2 °C) y Humedad relativa (66.9
%) con la boca del frasco tapada con conos de colcho (Figura 2.2). Alas 72 h se
retiraron los GKA mediante tamizado para su pesaje y se tomd una muestra del

filtrado para medirle el pH. Este proceso se repitié por 14 ocasiones.
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Figura 2.2. Procedimiento del ensayo de repetitividad

2.6. Ensayo de reproducibilidad.

2.6.1 Preparacion del sustrato y fermentacién. Se prepararon por triplicado tres
soluciones diferentes de miel final de cafia de azucar como sustrato para el proceso
de fermentacion (Figura 2.3). A cada Erlenmeyer en condiciones asépticas (500 ml),
se le anadira la miel final de azucar de cafa diluida al 9, 7 y 5 % p/v (Tabla 1).
Posteriormente se afiadieron al sustrato azucarado 28 g de granos de kéfir (que se
pueden obtener para ensayos de reproducibilidad). El proceso de fermentacion se
realizara por un periodo de 72 h a temperatura ambiente (27+2°C) y Humedad
relativa (66.9 %). Se recolectaron muestras del filtrado de kéfir en cada momento
de los pases para la determinacion de las variables de estudio al representar tres
réplicas biolégicas del mismo lote. Se realizaron pases cada 72 h durante 6

ocasiones.
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Tabla 1. Esquema de experimento

Tratamientos | Solucién Kéfir  Agua Repeticiones Réplicas Numero de
del de destilada por Erlenmeyer
Sustrato agua (%) sustratos
(%) (%)
3

14 77

2.7. Analisis de la cinética de fermentacion.

2.7.1. Analisis cuantitativos

La investigacion cientifica conlleva la determinacién cuantitativa y el monitoreo de
diversas propiedades fisicas, quimicas y microbiolégicas del objeto de estudio.

Los andlisis quimicos son aquellos que determinan la composicién quimica de un
material 0 muestra, mediante diferentes métodos de laboratorio.

A la miel final de cana de azucar como materia prima para utilizar como sustrato en
los diferentes analisis de laboratorio se le realizaron los siguientes analisis: Sélidos
solubles, Azucares totales, pureza y pol, siguiendo para ello los procedimientos
descritos en la norma ramal de la Agricultura (NRA-1:07, 2007).

Con base en los objetivos de la presente investigacion, unicamente se evalud un
parametro quimico, el cual esta directamente relacionado con la acidez, acidez

activa (pH).
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Figura 2.3. Procedimiento del ensayo de reproducibilidad

2.7.2. Acidez activa. La acidez activa cuantifica la actividad de los iones hidronio
(H30O+) en una solucion, expresada en términos de pH. El término pH es definido
como el logaritmo negativo de base 10 de la concentracion molar de los iones
hidronio. Sin embargo, la definicion real es el logaritmo negativo de base 10 de la
actividad de los iones hidronio y no de su concentracion.

pH= -log1o0 Ax+ = log1o (H+) *&H+

Es necesario mencionar que la actividad de una especie es su concentracion
multiplicada por su coeficiente de actividad, el cual es una medida de la desviacion
respecto al comportamiento ideal. Si el coeficiente de actividad fuera 1, el
comportamiento seria ideal. En la naturaleza, el pH puede abarcar un rango de 14
ordenes de magnitud, los cuales se expresan en una escala que va desde 0 hasta
14 en soluciones acuosas. Este parametro es importante debido a que existen
algunos procesos que son mas dependientes de esta actividad que de la acidez
total, como la habilidad de crecimiento de los microorganismos en un determinado

alimento.
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En el presente estudio el analisis del pH se determind por potenciometria directa,
utilizando un medidor de pH digital (Modelo: PL1502E, Marca: Mettler Toledo,
Republica China); y en correspondencia con los procedimientos descritos en el
MACU (Perez-Sanfiel, 2006).

2.7.3. Sdlidos solubles/Brix: La determinacion de sélidos solubles se realizara por
refractometria digital, mediante la medicién de Brix en un refractometro (Modelo:
Abbemat 3000, Anton Paar, Alemania), con una escala de 0 a 32 °Brix.

Esta variable se utiliza como indicador del contenido de azucares en jugos ya que
son los principales solidos disueltos en estos, conteniendo ademas pectinas
solubles, acidos organicos y aminoacidos, entre otros.

Por lo tanto, representa unicamente la cantidad de sélidos disueltos totales en la
muestra como si éstos fueran exclusivamente sacarosa. Durante la fermentacion,
los azucares contenidos inicialmente son transformados por los microorganismos
en diversos compuestos organicos, reduciendo la densidad de la solucion. Por lo
que un valor constante en la densidad indica la finalizacion de la fermentacion.
Procedimiento: Se homogeniza la porcion de ensayos y transfiere 100 ml del filtrado
de kéfir de agua a un beaker de 250 ml. Después de mantener el refractémetro
limpio y seco, se coloca una gota de la muestra del filtrado de kéfir sobre el prisma
utilizando para ello una varilla plastica, cerrandolo rapidamente para evitar
evaporaciones. Esperar 5 min para que la muestra adquiera la temperatura del
prisma y se hace la lectura. En paralelo se toma la temperatura de la muestra del
kéfir para corregir en la tabla de referencia (Perez-Sanfiel, 2006). Los resultados
fueron expresados en % Brix.

2.7.4. Pol: El método se fundamenta en el porcentaje de solidos solubles
polimétricos, sumatorio de azucares en un material azucarado.

Procedimiento: Se homogeniza la muestra del filtrado de kéfir de agua en un beaker
de 250 ml y se transfiere a la capsula 26.00 + 0.01 g del filtrado de kéfir para
depositarlo en un matraz de 100 ml. Se le aflade en esta agua destilada hasta 80
ml, 2 ml de la solucidn de quimipax y 1 ml de hidréxido de sodio de 1 mol/litros. Se

mezcla mediante rotacion y enrase hasta el aforo y se agita con vigor. (Si al enrasar
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se dificulta esta operacion se usan 2 o 3 gotas de alcohol). Posteriormente se filtra
a través de papel de filtro y desechan los primeros 10 ml del filtrado, tapando el
filtrado con vidrio reloj para determinar la lectura en un polarimetro. Los resultados
fueron expresados en % Pol = lectura del polarimetro (Perez-Sanfiel & F., 2006).

2.7.5. Pureza: Es un método indirecto que parte del porcentaje obtenido entre la

sacarosa Y los solidos solubles totales (% Pol / % Brix*100) (Perez-Sanfiel, 2006).

2.8. Determinacidon de las biomasas humedas de granos de kéfir de agua
(peso drenado).
Los analisis fisicos son aquellos que determinan las propiedades y el

comportamiento de la energia, la materia, el tiempo y el espacio, asi como las
interacciones entre dichos conceptos. Con base en los objetivos de la presente
investigacion, unicamente se evalud un parametro fisico: peso drenado.

El peso drenado, denominado también como biomasa humeda o escurrida, es la
cantidad de materia sdlida o semisdlida presente después de que el contenido
en exceso del liquido en el que se encuentra se separa completamente.

Los cambios en las biomasas de los granos de kéfir de agua en los fermentados se
midieron cada 3 dias (72 h), mediante gravimetria. Para ello, los granos se
separaron asépticamente utilizando tamices o colador plastico (0.84 mm) después
de la fermentacion. Los granos se lavaron con agua potable de grifo y se dejan
reposar por 3 min para eliminar el exceso de agua. Después de ese tiempo se
transfirieron a un beaker previamente tarados para ser pesados los granos de kéfir
de agua utilizandose una balanza analitica (Modelo: PFB 2000-2, Kern, Alemania).
El incremento de la biomasa de los granos de kéfir de agua (IMGKA), se expresé a
partir de la diferencia entre la masa final de los GKA (PF) con relacion al peso inicial
(P1) (9), asi como su porcentaje de incremento (% IMGKA).

IMGKA= PFMGKA-PIMKA

% IMGKA = PFMGKA-PIMKA*100

2.9. Analisis estadistico: Todos los experimentos se repitieron tres veces y los
resultados experimentales se expresaron como media + desviacion estandar de la

media y luego se someteran a un analisis de varianza unidireccional (ANOVA)

40



utilizando SPSS 18.0 (SPSS, 2010). Se considera estadisticamente significativo un
valor de P<0,05.

41



CAPITULO IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Para la prefermentacion o activacion de los GKA a nivel del laboratorio, se sigui6 el
procedimiento descrito por (Laureys et al., 2018) pero en el presente estudio se
valoré como sustrato la miel final de cafia de azucar. Los resultados descritos en la
tabla 2.1, reflejan a partir de los valores medios una disminucién del pH de 2.138,
que expresado en porcentaje es del 62 %, asumiéndose este indicador como
método indirecto del crecimiento microbiano (Hernandez-Garcia et al., 2021), se
denota el crecimiento del consorcio microbioldgico que conforman los GKA.

Como valor medio se destaca también en la misma tabla, el incremento de masa
GKA (12,026 + 16,790) y su expresion en porcentajes (115,561 + 25,272); en la
cinética de ese crecimiento (Figura 3.1), se observa que hay una tendencia a
incrementar la masa microbiana a través de los diferentes pases pero los
porcentajes disminuyen haciéndose mas notable a partir del pase numero 5 (Figura
3.2); no obstante, se pone de manifiesto que la miel final constituye un sustrato para
la prefermentacion de los GKA, llegandose a alcanzar los gramos necesarios para

los siguientes ensayos.

Tabla 3.1. Descripcion estadistica de la activacion de los granulos de kéfir de agua
a nivel de laboratorio.

Pases Media Desviacion Minimo Maximo

estandar

pH antes 17 5,669 0,511 4,99 6,90

pH después 17 3,531 0,302 3,00 4,00

Disminucién de pH 17 2,138 0,655 ,99 3,40
% de disminucion pH 17 62,861 8,824 50,72 80,16
Gramos de Kefir 17 142,016 47,437 29,59 222,00
Incremento de masa 16 12,026 16,790 -10,79 57,00

GKA

% de incremento 16 115,561 25,272 93,86 188,14

42



250

222

- - N
o )] o
o o o

Peso de la masa microbiana

O
o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Pases de los granulos de kéfir cada 72 h

Figura 3.1. Cinética de la masa microbiana de los granulos de kéfir de agua en
sustrato a base de miel final durante los diferentes pases en el laboratorio (17
pases).
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Figura 3.2 Porcentaje de crecimiento de la masa microbiana de los GKA en sustrato

a base de miel final durante los diferentes pases en el laboratorio (17 pases).
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A partir de la masa de los GKA alcanzada en la fase de activacion se procedi6 al
montaje de tres muestras con pesajes dentro del mismo rango (R1-93,96, R2-98,57
y R3-96,51), para ver su comportamiento a través de diferentes pases en el tiempo.
Los resultados mostraron que existid diferencias significativas (p<0,05), entre los
valores medios de incrementos de la biomasa (Tabla 3.2), viéndose favorecida la
réplica 2, lo que pone de evidencia que no fueron los gramos de partida la causa
principal porque no hay diferencias entre las restantes réplicas. Mostrandose en la
cinética de ese crecimiento una tendencia ascendente en las tres réplicas (Figura
2.3), aunque los valores de incremento alcanzado son inferiores al que se obtuvo
en la prefermentacién. Sin embargo, cuando se analizan las variaciones de pH
(Tabla 3.3), no existen diferencias significativas (p<0,05), entre las réplicas, con una
cinética expresada en porcentaje muy similar (Figuras 3.6 y 3.7) y en el rango de la
encontrada en el ensayo de prefermentacion.

Tabla 3.2. Incremento medio de la biomasa de los Granulos de kéfir de agua (g)

durante el periodo de la fermentacion de las réplicas (n=13).

Replicas Pases Minimo Maximo
1 13 1,902 1,651 0,458 0,95 7,25
2 13 3,88° 2,298 0,637  -1,00 8,44
3 13 1,452 0,686 0,190 0,95 3,62
Total 39 2,41 1,954 0,313  -1,00 8,44

Leyenda: Valores expresados en Media £ DS (Desviacion Estandar). Superindices
diferentes, en una columna, denotan diferencias significativas entre réplicas
(p=<0,05).
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Figura 3.3. Réplicas de la cinética de crecimiento de la masa de los GKA en los

diferentes pases (14). n=3
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Figura 3.4. Comportamiento en gramos del incremento de la masa de
los granulos de kéfir de agua (IMGKA), durante la secuencia de lecturas de las

réplicas.
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Figura 3.5. Incremento de la masa de los granulos de kéfir de agua (IMGKA),

durante la secuencia de lecturas de las réplicas expresada en porcentaje.

Tabla 3.3. Valores medios de pH inicial y final en la totalidad de los pases de

fermentacion (n=14)

pH inicial pH final Diferencial de pH

Replicas A Pases

Media DS Media DS
1 14 5,542 | 323 3,472 324 2,072 | 0,267
2 14 5572 306 3,632,272 2,044 0,287
3 14 5,602 | ,264 3,502,315 2,112 | 0,290
Total 42 5,57 2923 3,50 298 2,07 0,276

Leyenda: Valores expresados en Media £ DS. (p<0,05).
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Figura 3.6. Diferencia de pH de las réplicas durante el proceso de fermentacion de
los granulos de kéfir de agua (IMGKA) en el sustrato de miel final (14 pases).
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Figura 3.7. Diferencial de pH de las réplicas durante el proceso de fermentacién de

los granulos de kéfir de agua en el sustrato de miel final, expresada en % (14 pases).
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Teniendo en consideracion que la miel final de cafia de azucar constituia un sustrato
con potencialidades para ser usado en el proceso fermentativo de los GKA, se
evaluaron tres concentraciones de la misma para buscar niveles de optimizacion, el
ensayo incluyé 3 réplicas con 6 repeticiones en cada concentracion. El andlisis de
varianza donde los factores eran concentraciones de miel, numeros de pases y
réplicas; mostré que en las réplicas nunca hubo diferencias significativas entre ellas
en ninguna de las variables. Cuando se hizo el analisis entre las concentraciones
(Tabla 3.4), se observa que la concentracion de 5 % difiere significativamente
(p<0,05) en las variables de pH final, diferencial de pH, Brix, Pol y Pureza, no
obstante en el caso del pH es favorable para la concentracion del 5 %, si lo

asumimos como indicador indirecto de la actividad microbiana.

Tabla 3.4. Comportamiento de las variables analizadas en el proceso de
fermentacion de los GKA en las diferentes concentraciones de miel final.

Concentracion n 5% 7% 9%
Variables Media DS Media DS Media DS

Incremento en 18 35,787 20,975 35,282 | 21,581 32,832 | 20,124

peso
pH Inicial 18 6,592 0,151 6,51® 0,138 6,572 0,124
pH Final 18 3,232 0,028 3,40° 0,135 3,35° 0,111
Diferencia de 18 3,372 0,155 3,11* 0,185 3,22° 0,173
pH

Brix 18 2,272 0,154 2,76®° 0,042 3,53° 0,020
Pol 18 0,242 0,014 0,27° 0,008 0,30° 0,009
Pureza 18 10,392 0,279 9,65° 0,273  8,44° 0,279

Leyenda: Valores expresados en Media + DS (Desviacion Estandar). Superindices
diferentes, en una columna, denotan diferencias significativas entre

concentraciones (p<0,05).
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El analisis de las mismas variables en los pases de fermentacién incluidos dentro
del experimento (Tabla 3.5), muestra que solo existié Diferencias significativa en el
incremento de la masa microbiana de los GKA con relacién al segundo pase. Es
significativo que en la cinética de crecimiento cuando se valoraron los % de
incrementos de la masa microbiana de los GKA; estos parten de un valor superior
al 89 % y llegan al 6to pase a un valor superior al 25 % (Figura 3.8). No obstante,
en el caso del pH el porcentaje de incremento tuvo mayor estabilidad,

encontrandose en todos los casos por encima del 48% (Figura 3.9).

Tabla 3.5. Comportamiento de las variables analizadas en el proceso de

fermentacion de los GKA en los diferentes pases de las concentraciones de miel
final (n=6).

Incremento pH pH Diferencia Brix Pol

peso Inicial Final de pH

+0 +0,058 +0,076 +0,118 +0,573 +0,029 +0,899
2do 26,22a 6,532 3,312 3,212 2842 0,272 9,612

+2,539 +0,166 | +0,092 +0,228 +0,542 +0,027 +0,906
3ero 31,78ab 6,602 3,342  3,26° 2912 0,272 9,442

+5,039 +0,059 +0,105 0,134 +0,513 0,026 +0,802
4to 47,84bc 6,582 3,352 | 3,22° 2,822 0,262 9,51@

+7,608 +0,073 | £0,214  +0,263 +0,599 +0,037 0,760
5to 42,94cd 6,602 3,322  3,27° 2892 0,272 9422

+10,156 +0,055 +0,110 0,154 +0,537 +0,030 0,822
6to 59,00 6,462 3,332 3,132 2,842 0,262 9,392

+14,950 +0,269 +0,120 +0,257 +0,563 0,020 +1,131
Leyenda: Valores expresados en Media + DS (Desviacion Estandar). Superindices
diferentes, en una columna, denotan diferencias significativas entre los pases
(p=<0,05).
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Figura 3.8. Incremento de la masa de los granulos de kéfir de agua (IMGKA), de las

diferentes concentraciones de miel final expresada en porcentajes durante la

secuencias de lecturas (n=6).
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Figura 3.9. Diferencial de pH de las réplicas durante el proceso de fermentacién de
los granulos de kéfir de agua en el sustrato de miel final a diferentes

concentraciones, expresada en % (6 pases).
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Figura 3.10. Comportamiento de la pureza alcanzada al final de la fermentacion de
los granulos de kéfir de agua en el sustrato de miel final a diferentes

concentraciones.

DISCUSION

Las actividades agricolas y agroindustriales generan miles de toneladas de
subproductos. Convertir estos subproductos agricolas en sustratos valiosas seria
una parte viable, sostenible y respetuosa con el medio ambiente en el proceso de
gestién de los mismos. Al reciclar para fabricar nuevos productos, el proceso
contribuye al valor socioeconémico y al mantenimiento de la salud ambiental y
allana el camino para lograr la seguridad y una economia circular (Supriya et al.,
2023), con este principio en el presente trabajo se investigo la posibilidad de utilizar
la miel final de cafia de azucar como sustrato en la fermentacion de los granos de
kéfir de agua.

La fermentacion del kéfir de agua se llevd en el presente trabajo en tres momentos,
prefermentacion, repetibilidad (por triplicado) y reproducibilidad, de las variables
evaluadas el pH fue el que mas constante se mantuvo después de las 72 h. La

biomasa fluctué entre ensayo y dentro del mismos ensayo en los diferentes pases.

51



Son pocos los reportes que utilizan como sustrato la miel final de cafa de azucar.
En la evaluacion del fermentado de Kéfir de agua desarrollado en medio natural a
base de miel final de cafia de azucar para su uso como aditivo zootécnico se obtiene
un incrementos medio de la masa bacteriana de 30.16 £15.01, pero este tampoco
fue estable en todos los pases 4.11° +0.058 (Hernandez-Garcia et al., 2024)

En otros estudios, los cambios reportados en la biomasa de los granos de kéfir de
agua utilizados como cultivo iniciador natural para producir bebidas fermentadas a
partir de diferentes azucares como sustratos, en pases durante 5 semanas. En
general, se pudieron observar diferencias significativas entre las muestras en las
mismas semanas hasta la tercera semana (P>0,05). Pero, después de la tercera
semana, se encontré que la biomasa del grano de kéfir de agua de las muestras
con melaza y miel de abejas como sustratos era mayor que el resto (P<0,05); los
mayores incremento lo encontraron en la 5ta semana con 2.19 £0.18 y el menor en
azucar sin refinar en esta misma semana con 1.92 +0.14 (Cevik et al., 2019), valores
que se corresponden con los encontrados en el ensayo de repetibilidad (2,41 + 1,95)
del presente trabajo.

En estudios a nivel de laboratorio utilizando diferentes medios de cultivos
estandarizados donde se incluy6 la melaza diluida a 14° Bx mas 15 g/L de agar
bacteriolégico (MM), se observd que el promedio de la biomasa -cultivable,
independientemente de las composiciones nutricionales especificas de los otros
medios, favorecid el crecimiento de toda la comunidad en la fermentacion. La
biomasa total en el medio fue la mas baja después de 72 h (4,22E+07 UFC/ml), lo
que refleja una fase estacionaria con una ligera pendiente negativa (Arrieta-
Echeverri et al., 2023).

El crecimiento de los granos de kéfir de agua (basado en la masa humeda) fue
similar para las series de fermentacion bajo condiciones de aerdbicas y
anaerobiosis, y disminuyo en el transcurso de los ocho pases de la serie de
fermentacion segun (Laureys et al., 2018), comportamiento este ultimo similar al

del presente estudio.

52



En el presente estudio los incrementos de la masa microbiana no se mantuvo
estable en todos los ensayos, no obstante, en el ensayo de reproducibilidad en las
diferentes concentraciones evaluadas (5, 7y 9 % de melaza), los valores medios se
encontraban por encima del 35 % en los 6 pases realizados, con pico superior al 40
% en el tercer pase, (Laureys et al., 2018) reportaron que el crecimiento del grano
de kéfir de agua (basado en la masa humeda) fue de alrededor del 60 % para todas
las series de fermentacion y se mantuvo mas o menos estable durante el transcurso
de ocho pases en algunas de los sustratos utilizados, mientras que en otras
disminuyd lentamente, denotando variaciones en funcién de la concentracion de
nutrientes.

En valoraciones del crecimiento de los granos de kéfir de agua en diferentes
sustratos y condiciones de oxigeno se alcanzan crecimientos al final de los 8 pases
entre 2,7 £ 0,5y 52,0 + 2,3% (Laureys et al., 2019); incrementos de biomasa
comparables a los encontrados en el presente trabajo.

En estudios previos se comprob6 que la capacidad tampodn y la concentracién de
calcio del agua utilizada para la fermentacion del kéfir de agua tienen impacto en el
crecimiento del grano de kéfir de agua, la diversidad de especies microbianas, asi
como la produccion de metabolitos durante el proceso de fermentacién del kéfir de
agua (Laureys et al., 2019). Se reporta que el estrés acido excesivo disminuye el
crecimiento del grano de kéfir de agua durante la fermentacién; no obstante, esta
disminucion no puede atribuirse solamente a la desaparicion de determinadas
cepas de bacterias acido lacticas (BAL); se sefialandose que las glucansucarasas
producidas por las BAL, que son responsables del crecimiento del grano de kéfir de
agua, son enzimas extracelulares, cuya actividad es 6ptimaaunpHde 4,0a5,5y
disminuye hacia valores de pH mas bajos (Coté & Skory, 2012.,Waldherr et al.,
2010).

De manera similar, la produccién de exopolisacaridos (EPS) por parte determinadas
especies de BAL es 6ptima alrededor de un pH de 4,5 a 5,5 (Cheirsilp et al., 2001;
Kimmel et al., 1998). Sin embargo, en el estudio de (Laureys et al., 2019), el

crecimiento de los granos de kéfir de agua se mantuvo alto durante los dos primeros
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pasos de las series de fermentacion cuando no utilizé solucién tampén, a pesar de
sus bajos valores de pH. Esto indico que era mas probable que los valores bajos de
pH comprometieran el crecimiento del grano de kéfir de agua, al inhibir la produccion
de glucansucrasas durante la fermentacion que al inhibir la actividad de la
glucansucrasa en si, situacién que pudo estar presente en las variaciones de los
incrementos de masa microbiana de esta investigacion.

Se sefala que la proliferacion de bacterias acido acéticas (BAA) en la fase de
fermentacion aerébica da como resultado altas concentraciones de acido acético vy,
por tanto, bajos valores de pH, estas condiciones pueden disminuir el crecimiento
de los granulos de kéfir de agua, ya que el estrés acido excesivo tiene ese efecto
(Laureys & De Vuyst, 2017).

Los valores de pH pueden variar en funcion de los sustratos y condiciones de
fermentacion (Laureys et al., 2018). En la presente investigacion se evalud6 la miel
final de cafa de azucar como sustrato, observando que los valores medios de pH al
final de la fermentacion en el primer ensayo (prefermentacién) fue de 3,53 + 0,30,
en el segundo (repetibilidad) de 3,50 + 0,30 y en el tercero (reproducibilidad) de
3,23 £ 0,03 para la concentracion de miel de 5 %, 3,40 +0,14 para lade 7% y 3,35
+0,11 para la de 9%, en todos los casos estuvo por debajo del reportado en estudio
previo cuando evaluaron el fermentado de Kéfir de agua obtenido a partir de un
medio natural a base de miel final de caha para su uso como aditivo zootécnico,
reportandose un pH de 4.11 + 0.06 (Hernandez-Garcia et al., 2024).

En otro estudio con diferentes sustratos, el valor de pH durante el crecimiento de
los granos de kéfir de agua fueron similares en las series de fermentacion aerdbica
y anaerobica en el estudio de ocho pases diferentes (Laureys et al., 2018). El pH al
final del proceso de fermentacion en los diferentes sustratos vario entre 3.35-3.65
(Laureys et al., 2018); rangos de pH similares a los del presente estudio.

En estudio realizado por (Hidalgo Guerrero, 2023), con diferentes sustratos
azucarados reporta que en los resultados del analisis de pH; los sustratos con
Azucar blanca y te negro y Azucar morena y naranja demostraron un valor de 3,87

que fue la mayor acidez a diferencia del sustrato a base de Azucar blanca y limoén

54



y Azucar morena y Te negro que establecieron un valor de 3,53 indicando que las
bebidas se encuentra en una escala acida. (L6épez-Rojo et al., 2017) menciona que
la fermentacion con kéfir de agua de pina utilizando tibicos alcanz6 un pH de
4,67+0,02, por otra parte (Nastar Marcillo, 2022), indica que en la produccion de
bebidas funcionales con granulos de kéfir de agua a partir de materias primas como
suero de leche y jugos de frutos andinos, el pH al final de la fermentacion fue de
4.1. (Tirado Vera & Zambrano Loor, 2021) argumenta que en el uso de 5% de Hierba
luisa 'y 6% de kéfir se obtiene un pH de 5.

La acidificacion observada durante la fermentacién en el presente estudio es
causada principalmente por BAL, BAA y levaduras que consumen principalmente
azucares presentes en el sustrato. Resultados mas altos de pH son reportados por
(Guzel-Seydim et al., 2023) que encotraron rango de 4,00 - 4,07, en funcion del
sustrato; en esa investigacion el pH disminuyé significativamente durante la
fermentacion de kéfir a base de caqui de 6,02 (0 h) a 4,07 (42 h). En otros estudio
donde se aumentd las proporciones de granos de kéfir de agua en el jugo de uva
provoco una ligera variacion del pH de 2,94 a 2,89 (S. A. d. Santos et al., 2023).
Los valores de pH del kéfir de agua elaborado a partir de orujo y jugo (0 h) fueron
3,72 £ 0,05 y 3,63 + 0,07, respectivamente, mientras que el pH disminuyd en la
muestra de kéfir elaborado a partir de orujo (3,39 + 0,01) pero aumenté ligeramente
en el kéfir producido a partir de jugo (3,59 £ 0,01) (Esatbeyoglu et al., 2023). (Corona
et al., 2016).Encontraron que el valor del pH de las bebidas de frutas similares al
kéfir de agua cambiaba entre 3,43 y 4,11. Ademas, (Ozcelik et al., 2021) informaron
que los valores de pH de todas las bebidas de kéfir de agua producidas a partir de
jugos de espino, cereza de cornalina, rosa mosqueta, ciruela roja y granada
variaban de 3,45 a 3,97 al final de la fermentacion.

Randazzo et al. También obtuvo resultados similares (pH < 4) para el kéfir de agua
producido a partir de jugos de frutas mediterraneas. Ademas, estos autores
indicaron que los valores de pH del kéfir de agua elaborado con jugo y puré de pera
parecian ser ligeramente diferentes y esto se atribuyd a los diferentes niveles de

contenido de cenizas y también a la produccion de acido lactico de diferentes cepas
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de bacterias del acido lactico durante el proceso de fermentacién (Hampton et al.,
2021).

En cuanto al pH (Destro et al., 2019a), evaluaron bebidas fermentada a partir de
azucar morena y pulpa de fruta, encontrandose que todas las formulaciones
ensayadas mostraban diferencias significativas al final de la fermentacion (56 h). A
lo largo del tiempo, estos valores no difirieron estadisticamente de las 40 h de
fermentacion, excepto para el kéfir elaborado con azucar convencional, en el que
este valor se mantuvo desde las 48 h. El valor de pH mas bajo para las diferentes
bebidas se alcanzé a las 40 h, luego el pH se mantuvo constante. Al final de las 56
h la bebida con azucar morena convencional tuvo el pH mas bajo (3,71), seguida de
azucar morena convencional mas pulpa de fruta (3,78), azucar morena organica
(3,91) y azucar organica mas pulpa de fruta (3,98).

(Laureys & De Vuyst, 2014), Informan en su estudio de fermentacion de kéfir de
agua, que el pH inicial fue de 4,85 + 0,01 y alcanz6 3,45 + 0,01, después de 72 h de
fermentacion. La tendencia decreciente de esta medida fue lenta hasta alcanzar el
valor de 3,35 £ 0,01, después de 192 h de fermentacion.

(Magalhaes et al., 2010), al usar como sustrato azucar en la fermentacion con
granulos de kéfir de agua en Brasil; obtuvieron valores de pH entre 5,6 y 4,1 para el
tiempo de fermentacion inicial (0 h) y final (24 h), respectivamente, valores también
superiores a los reportados en la presente investigacion.

Bebidas con pulpa de masa de coco (MC) fueron monitoreadas durante el periodo
de fermentacion con granulos de kéfirde aguaalas 48y 72 ha 10y 25 °C mediante
la determinacion de la acidez y pH (Puerari et al., 2012). El valor del pH disminuyd
principalmente en las primeras 48 h y se registré un valor de pH de 3,8 £0,04 al final
de la fermentacién. Hubo una diferencia significativa entre el pH final a 10 °C (4,00
+ 0,50 (48 h) 3,94 + 0,10 (72 h) y 25 °C (3,84 + 0,01 (48 h) 3,80 + 0,04 (72 h).

La preparacién al 2 % de sustratos a base de miel de abeja (MA), melaza de uva
(MU), azucar sin refinar (ANR) y azucar normal (AN) como muestra control y
activados con los granos de kéfir de agua (0,4 %), fueron sometidas a un proceso

de fermentaron a 25 °C durante 48 horas con repeticiones durante 5 semanas (Cevik
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et al., 2019). Los resultados del analisis de pH mostraron que el mayor desarrollo
de acidez en las muestras de kéfir se observé en las muestras con miel de abeja y
melaza. Sin embargo, este desarrollo no resultd suficiente, especialmente en
azucar; los alores en el caso de la melaza de uva durante el seguimiento arrojo en
la primera semana un pH de 4.06 £ 0.06 y en la 5ta semana 3.94 + 0.05, el pH mas
bajo fue en miel de abeja 3.56 + 0.16.

La razon de esto es que se considera que los microorganismos en la microflora del
kéfir prefieren nutrientes con azucares naturales porque se ven afectados
negativamente por los azucares refinados y sin refinar (Silva et al., 2009). No
obstante, los valores de pH (3,34-3,5) determinados en los estudios sobre kéfir de
agua (Laureys & De Vuyst, 2017), se corresponden con los valores de pH del
presente estudio.

(Sin et al., 2024) en su evaluacion de parametros fisico quimicos de la fermentacion
de los GKA observé que en general, el pH del kéfir de agua disminuyé mientras que
el contenido de acido lactico aumentd constantemente a medida que se prolongaba
el tiempo de fermentacioén. Inicialmente, el pH de la soluciéon de azucar antes del
inodculo era 5,16 + 0,01. Este valor cay6 a 4,43 + 0,08 después de la inoculaciéon de
kéfir de agua (0 h). El pH alcanz6 3,79 + 0,00 en las primeras 24 h y descendid
gradualmente después de 48 h. El pH final del kéfir de agua (72 h) obtenido fue de
3,35+ 0,01.

Es de notar que aunque no se tuvo en cuenta en el presente estudio, el incremento
en el contenido de acido lactico es concomitante con una disminucion en los valores
de pH. En el estudio de (Pendon et al., 2022), el acido lactico en el kéfir de agua
estaba entre 0,17 a 0,25 % pues cuanto mayor sea el tiempo de fermentacion,
mayor sera la acidez y menores los valores de pH. Ademas, la naturaleza acida de
la miel final también contribuye a la acidez, produciendo asi una solucién de azucar
acida como plantean algunos autores (Kongkaew et al., 2014). Una condicion de
crecimiento acida puede favorecer el crecimiento de microorganismos tolerantes a
los acidos, pero el exceso de acido podria deteriorar el crecimiento de los

microorganismos (Laureys et al., 2019.,Laureys et al., 2022). De todos modos, los
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resultados reportados estan en el rango de (Laureys & De Vuyst, 2014) quienes
reportaron un pH de 3,45 obtenido a las 72 h de fermentacion. Los valores de pH
se pueden variar dependiendo de las condiciones de fermentacion, la cantidad de
sustrato utilizado, el tipo de sustrato y la cantidad de granos de kéfir utilizados (Egea
et al., 2022., Laureys et al., 2018., Lengkey & Balia, 2014).

Los valores medios de ° Brix obtenidos en las diferentes concentraciones de miel
final de la presente investigacion, reflejan en las concentraciones diferencias
significativas (p <0,05); 5 % (2,272+ 0,15), 7 % (2,76°+ 0,04) y al 9 % (3,53°+ 0,02),
valores que en general son inferiores a los reportados con el uso de otros sustratos.
El andlisis de solidos solubles (° Brix) que realiza (Hidalgo Guerrero, 2023), refleja
valores que van desde 5,67 °Brix (Azucar morena y limén) a 5,00 °Brix (Azucar
morena y naranja). (Lopez Rojo, 2016). Menciona que él % de solidos solubles en
la formulacion del kéfir de agua en algunos productos de fermentacion con tibicos
esta alrededor del 5,03 °Brix en dependencia del sustrato. (Monroy et al., 2016). En
estudio fermentativo de la melaza con la utilizacion de granulos de kéfir, establece
una media de 6,68° Brix. (Monar et al., 2014). En la caracterizacién quimica y
microbiologica del kéfir de agua artesanal de origen ecuatoriano con fermentacion
de 48 h reporté una media de 6,17° Brix. Con respeto a los solidos solubles los
autores establecen que este factor depende del sustrato utilizado ya que los
microrganismos degradan los azucares y por efecto la disminucion del pH.

Antes de la fermentacion (0 h), los valores Brix del sustrato de fermentacion a base
de orujo y jugo fueron 10,4 +0,1 y 11,8 + 0,5, respectivamente. Después de la
fermentacion (72 h), hubo una reduccion significativa (p <0,05) en los valores Brix a
6,10 +0,28 para el orujo y 7,65 +0,92 para el jugo de aronia (Guzel-Seydim et al.,
2023). Durante el proceso de fermentacion, los azucares se convirtieron en CO2 y
etanol y, por lo tanto, el contenido de azucar de las bebidas de kéfir de agua
elaboradas con orujo y jugo de aronia disminuyo6 al 42% y 31%, respectivamente
(Esatbeyoglu et al., 2023). Se informaron resultados similares en estudios previos

para bebidas similares al kéfir de agua (Randazzo et al., 2016).
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Los valores de °Brix del kéfir de agua durante la fermentacién de 72 h (Sin et al.,
2024) en azucar morena y el azucar de palma como los principales sustratos, se
redujeron de 7,37 £0,12 (0 h) a 5,83 +0,06, registraron una reduccion del 22,26 %.
La disminucién de los valores de °Brix durante la fermentacion se debe al
metabolismo catalitico de la sacarosa en glucosa y fructosa, que es catalizado por
la enzima invertasa de la levadura. Ademas, la reduccion de los valores de °Brix
también se correlacion6 con la degradacion de monosacaridos a acidos organicos
por bacterias del acido lactico, como informaron (Destro et al., 2019a). (Gékirmakl
et al., 2023). Reportaron que los valores de °Brix de las bebidas de kéfir de agua
pueden variar dependiendo del sustrato utilizado para la fermentacion. Los valores
de °Brix de las bebidas de kéfir de agua pueden variar entre 5,87 y 9,97; este rango
no se corresponde con el encontrado en el presente estudio.

Al igual que los °Brix; los valores medios de los azucares reductores (pol), obtenidos
en las diferentes concentraciones de miel final de la presente investigacion, reflejan
diferencias significativas (p <0,05); 5 % (0,242 0,01), 7 % (0,27° + 0,01) y al 9%
(0,30°+ 0,01)

Para el estudio de los azucares reductores (Hidalgo Guerrero, 2023), describe que
existio diferencias significativas entre los 9 tratamientos utilizados, encontrando el
mayor indice en Azucar morena y naranja con un valor 6,73 y el mas bajo en el
sustrato a base de Panela y té negro con 3,89, estos azucares reductores pueden
reaccionar con otros alimentos evidenciando que la accion de aminoacidos provoca
el cambio de color o sabor en la bebida. (Monar et al., 2014). Encontraron valores
de azucares reductores para la panela de 9,15 %. (Avila et al., 2018). En su estudio
sobre aprovechamiento del lactosuero para la elaboracion de una bebida
fermentada de bajo grado alcohdlico, menciona valores de los azucares reductores
de 12,66 £0,08 (g/100 g). (L6pez Rojo, 2016), En su investigacion encontr6 que la
concentracion de azucares disminuyd 1.71 % (de 5.03 a 3.32), 1.39 % (de 4.98 a
3.59) y 1.67% (de 4.52 a 2.85) para la pifia, datil y piloncillo, respectivamente.
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CONCLUSIONES
La sistematizacion de la informacion sobre el kéfir de agua permitié abordar su
papel benéfico y sustratos utilizados en el proceso de fermentacion, que condujo
a la definicion de la variable fundamental a evaluar en los ensayos.
Se logra la activacion y multiplicacion del consorcio microbiano de los granulos
de Kéfir de agua en el laboratorio utilizando como sustrato la miel final de cafa
de azucar y se definen los pasos y condiciones del proceso de fermentacion.
Los granulos de Kéfir de agua inoculados a las tres concentraciones de miel final
de cafa de azucar como sustrato evidenciaron una cinética de crecimiento y
masa microbiana durante el proceso de fermentacion similar, con tendencia a
disminuir la masa a partir de los pases sucesivos de los granulos. En ninguno de
los casos existio diferencias significativas (p<0,05), en los valores de pH al final
de la fermentacion, sugiriéndose optimizar la concentracion del 7 %.
La recopilacion de la informacion orientada a la factibilidad de producir una
bebida fermentada con granulos de kéfir de agua empleando miel final de cafa
como sustrato muestra datos favorables y de sostenibilidad econémica para la

empresa.
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RECOMENDACIONES

Evaluar en las siguientes investigaciones variables que pueden influir en la cinética
del crecimiento de los GKA en sustrato de miel de cafia de azucar como son: pH del
agua, temperatura y conductividad, asi como la concentracién 6ptima de inoculacion
de los granulos de kéfir de agua y el comportamiento de la microbiota mediante
ensayos de siembra en placa.

Valorar las posibles alternativas del uso del fermentado del kéfir de agua en la
Empresa Agroindustrial azucarera Melanio Hernandez Hernandez.

Presentar un proyecto de investigacion a la empresa para que se sustente las futuras

investigaciones.
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