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ABSTRACT

Sugary Kefir is a house-made fermented drink elaborated mainly in Mexico and Brazil, to
which probiotic properties are attributed. In this study changes in acidity and °Brix of
Ecuadorian artisanal sugary kefir, elaborated with three different types of sweeteners
(sugar cane, honey and granulated sugar), were measured every 24 hours during 72 hours
of fermentation. A focus group evaluated the samples and selected three of them due to
sensorial characteristics. Acidity and °Brix were measured to provide with chemical
specifications. According to the weighting grid two samples were selected and a
microbiological count was performed to determine which sample had the highest count of
microorganisms. The sample that had more acceptance due to physico-chemical,
microbiological and sensorial characteristics was the treatment that had honey as sweetener
after 48 hours of fermentation. A phenotypic and genotypic (rDNA 16S sequencing)
characterization was performed to the lactic acid bacteria present in this sample. As a
result, the predominant microbiota of the beverage consisted on Leuconostoc holzapfelii,
Leuconostoc pseudomesenteroides and Saccharomyces cerevisiae. According to the

bibliographic investigation this beverage is a possible probiotic.
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Resumen

El kéfir de agua es una bebida fermentada elaborada de forma casera principalmente en
México y Brasil a la cual se le atribuyen propiedades probiéticas. En este estudio se
determinaron los cambios de acidez y °Brix del Kéfir de agua artesanal de origen
ecuatoriano, elaborado con tres tipos de endulzantes (panela, miel de abeja y azlcar blanca
granulada), alas 24, 48 'y 72 horas de fermentacidn. Un grupo focal evalu6 las muestras y
seleccioné tres debido a sus caracteristicas sensoriales, midiéndose también la acidez y
°Brix para obtener las especificaciones quimicas. De acuerdo a la tabla de ponderacion de
las variables de respuesta se escogieron dos tratamientos que fueron analizados
microbiolégicamente para determinar el que tenia mayor nimero de microorganismos. El
tratamiento con mayor aceptacién debido a sus caracteristicas  fisico-quimicas,
microbioldgicas y sensoriales fue el de miel de abeja a las 48 de fermentacion. Después de
una caracterizacion fenotipica y genotipica (secuenciacion ADNr 16s) de las bacterias
acido lacticas presentes en esta muestra, se determind la presencia predominante de
Leuconostoc holzapfelii, Leuconostoc pseudomesenteroides y Saccharomyces cerevisiae.
Segun la investigacion bibliogréafica realizada se le puede considerar al kéfir de agua un

posible probidtico.
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INTRODUCCION

Kefir de Agua o Sugary kefir

El kéfir de agua o kéfir azucarado es una bebida fermentada consumida de forma casera
principalmente en México y Brasil. Es elaborado a base de una solucion de sacarosa,
generalmente entre 3 y 10%; frutas frescas, principalmente limones; frutas secas como
higos y un indculo de microorganismos denominados “tibicos” o “tibi” (C.P. et al., 2011).
Los tibicos son granulos similares a una coliflor, con un didmetro promedio de 5 a 20mm,
apariencia transparente y estructura elastica (Waldherr et al., 2010). Producto de la
fermentacion durante uno o dos dias a temperatura ambiente se obtiene una bebida
carbonatada ligeramente coloreada, con sabor levemente &cido por la produccién de &cido
lactico y &cido acético, poca cantidad de azUcar y una ligera cantidad de alcohol (Gulitz et

al., 2011), que no llega a superar el 2% (v/v) (Teixeira et al., 2010).

El origen de los granulos de kéfir de agua es aun incierto. Existen algunas descripciones de
granulos similares llamados “plantas de cerveza de jengibre” que soldados ingleses
importaron de la guerra de Crimea en 1855 (Waldherr et al., 2010). Asi mismo, se
reportaron “granos Tibi” de origen mexicano que son relacionados con el cactus (Opuntia)
de donde los granulos eran removidos de las hojas. Son varios los nombres con los que se
les conoce a los tibicos, como: “abejas de California”, “abejas Africanas”, “nueces de
cerveza”, “balm of gilead” y “semillas japonesas de cerveza”. Finalmente fueron

denominados “granos de kéfir azucarado” con el fin de distinguirlos del kéfir de leche

(Waldherr et al., 2010).

En general, la microbiota del kéfir de agua estd compuesta por una estructura de

polisacarido dextrinado insoluble en agua, en donde viven en simbiosis bacterias
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acidolacticas, bacterias acido acéticas y levaduras. El polisacarido es un polimero de
glucosa con enlaces a 1-6. Se ha identificado al Lactobacillus hilgardii como la principal
bacteria encargada de la produccion del polimero, por medio de la enzima

glicosiltranferasa (Waldherr et al., 2010).

Los microorganismos presentes en cada granulo de kéfir de agua dependen de la regidn, asi
como del pais de origen. Un estudio realizado en Brasil compar6é los microorganismos
presentes en los granulos de kéfir provenientes de diferentes regiones del pais. Se
encontraron diferencias en la composicién de la microbiota del granulo segun su lugar de
origen; sin embargo, el impacto del clima, medios y métodos de cultivo permanecen
desconocidos (Miguel et al., 2011). Se encontré la presencia de Lactobacillus en todas las
muestras de kéfir, sin embargo existian diferencias en las especies acido acéticas como
Acetobacter lovaniensis aisladas de los estados de Bahia y Distrito Federal y

Gluconacetobacter liquefaciens aislada del estado de Bahia y Goias (Miguel et al., 2011).

Microorganismos presentes en la bebida de kéfir de Agua

Son varios los estudios que se han realizado para determinar cudles son las bacterias y
levaduras presentes en los granulos de kéfir de agua. Segun Teixeira et al. (2010) al aislar
un total de 289 bacterias y 129 levaduras, durante el proceso fermentativo, el 57.65% fue
bacterias acidolacticas, seguidas de levaduras que representaban el 30.86% y finalmente
las bacterias acéticas con el 11.48%. En la Tabla 1 se indican las bacterias y levaduras

presentes en los granulos de kéfir de agua.
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Tabla 1.- Bacterias y levaduras presentes en los granulos de kéfir de agua

BACTERIAS %
Lactobacillus paracasei 23.8
Acetobacter lovaniensis 16.61
Lactobacillus parabuchneri 11.76
Lactobacillus kefiri 10.03
Lactococcus lactis 10.03
Lactobacillus casei 8.6
Lactobacillus paracasei subsp. Paracasei 7.96
Leuconostoc citreum 5.54
Lactobacillus paracasei subsp. Tolerans 3.11
Lactobacillus buchneri 2.42
LEVADURAS %
Saccharomyces cerevisiae 54.26
Kluyveromyces lactis 20.15
Lachancea meyersii 10.85
Kazachstania aerobia 14.73

Fuente: Teixeira et al., 2010

Por otro lado, en estudios realizados por Aldherr (2010) se encontraron las siguientes
bacterias: Lactobacillus brevis, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus casei subsp. casei,
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus, Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fructiovorans, Lactobacillus collinoides,
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides,
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum, Enterobacter hormachei, Gluconobacter
frateuri; en lo que se refiere a levaduras encontré Saccharomyces bayanus, Saccharomyces
florentinus, Saccharomyces pretoriensis, Zygosaccharomyces florentinus, Hanseniaspora
valbyensis, Hanseniaspora vinae, Hanseniaspora yalbensis, Kloeckera apiculata, Candida
lambica, Candida valida. Por otro lado, Gulitz (2011) reporté cepas de Lb. hordei, Lb.

nagelii, Lc. citreum, Lc. mesenteroides, Ac. fabarum, Ac. orientalis.
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Microorganismos de Alimentos Fermentados

Bacterias Acidolacticas

Dentro de las bacterias acidolacticas (LAB) se incluyen tres géneros tradicionales
Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus. Sin embargo, se incluye también a los géneros
Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus y Vagococcus. Las bacterias pertenecientes al
género Carnobacterium son cepas que antiguamente se clasificaban como Lactobacillus;
mientras que, los otros tres géneros estuvieron previamente clasificados como
Estreptococcus (Jay, 1994).

A pesar de la amplia diversidad de bacterias acidolacticas comparten una serie de
caracteristicas tales como: son bacilos o cocos Gram-positivos aspordgenos, producen
acido lactico a partir de hexosas, en su mayoria son aerotolerantes que carecen de
citocromos y porfirinas, por lo que son catalasa y oxidasa negativa (Adams y Moss, 1997)
y crecen dentro de un rango de de pH de 4.0 y 4.5. Por otro lado, tomando en cuenta los
productos finales de su metabolismo se dividen en homofermentativas vy
heterofermentativas (Jay, 1994).

Las bacterias homofermentativas son aquellas que producen acido lactico como Unico
producto de la fermentacion de la glucosa, poseen las enzimas aldolasa y hexosa-
isomerasa, permitiendo que utilicen la via Embden-Meyerhof-Parmas (EMP) para producir
dos moléculas de acido lactico por cada molécula de glucosa (Jay, 1994). Sus principales
representantes son los géneros Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus y
algunos Lactobacillus.

Por otro lado, las bacterias que producen cantidades equimolares de acido lactico, etanol y
diéxido de carbono a partir de las hexosas se denominan heterofermentativas. Este grupo

se caracteriza por impartir aroma y sabor al producto final debido a la produccion de
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acetaldehido y diacetilo. Los géneros mas representativos de este grupo son Leuconostoc
asi como algunos Lactobacillus. A diferencia de las homofermentativas, estas bacterias
tienen la enzima fosfocetolasa, que permite la degradacion de la glucosa a través de la via
del monofosfato de hexosa o de las pentosas fosfato (Jay, 1994).

Lactobacillus.- Son bacilos Gram-positivos, catalasa y oxidasa negativos que forman
cadenas largas la mayoria de veces. Los que se encuentran en los alimentos son
tipicamente microaerofilicos; sin embargo, algunas cepas son aerobias estrictas, en especial
aquellas que viven en las heces humanas. Se encuentran principalmente en hortalizas,
productos lacteos y carnes envasadas (Jay, 1994).

Leuconostoc.- Son cocos Gram-positivos, catalasa negativos y heterofermentativos.
Algunos Lactobacillus se agrupan con Leuconostoc para formar una “rama de
Leuconostoc”. Es una especie importante en la produccion de vinos (Jay, 1994). Se utiliza
también para la produccién de queso, mantequilla, kimchi y masa fermentada (De Bruyne,
2007).

Acetobacter.- Son bacterias Gram-negativas, catalasa positivas, oxidasa negativa y
aerobias estrictas. Son responsables de la oxidacion del etanol a acido acético, y son
comunmente usadas en la produccién de vinagre. Ademas, tienen la capacidad de oxidar el

acido acético a dioxido de carbono y agua (Adams y Moss, 1997).
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Efectos benéficos de Bacterias Acido Lacticas (LAB)

Las bacterias acidolacticas poseen numerosas caracteristicas metabdlicas, como su accion
acidificante, proteolitica, sintesis de bacterosinas, resistencia al ataque de virus y la
produccion de exopolisacarido. Todas estas actividades contribuyen con el sabor, textura y
frecuentemente con los atributos nutricionales de los productos. La actividad de inhibicion
de otras bacterias puede ser el resultado de la produccion de diferentes acidos y
metabolitos como 4cido lactico y &cidos orgénicos similares, peréxido de hidrégeno,
bacterosinas asi como diacetil y CO2 (Adams y Moss, 1997).

Algunos estudios muestran que las bacterias acidolacticas estimulan el sistema inmune,
aumentando el nimero de macréfagos, linfocitos, inmunoglobulina A (IgA) vy la
produccion de interferon gamma. Estos efectos ayudan a mejorar la resistencia del
hospedador frente a la colonizacion de microorganismos patogenos (Jay, 1994).

Por otro lado, en modelos animales Lactobacillus acidophilus ha demostrado actividad
antitumoral (Adams y Moss, 1997). Un posible mecanismo puede ser la reduccién de la
actividad enzimatica de la B-glucuronidasa, azorreductasa y nitrorreductasa en el material
fecal cuando se consumen LAB. Estas enzimas son producidas por la microbiota intestinal
y pueden convertir los procarcin6genos en carcindgenos dentro del intestino.

(Adams y Moss, 1997).
Levaduras

Saccharomyces.- Son levaduras ascospordgenas que se multiplican por geminacion

multilateral y producen esporas redondas dentro de ascas. Son diploides y no fermentan
lactosa (Jay, 1994). La calidad organoléptica presente en el kéfir se debe a la presencia de

S. cerevisiae. Este genero permite que la bebida tenga un fuerte y tipico aroma a levadura
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asi como un sabor refrescante y pungente. Ademas, reduce la concentracion de acido
lactico, remueve el peréxido de hidrogeno, produce compuestos que estimulan el
crecimiento de otras bacterias, y estimula la produccion de exopolisacaridos (Teixeira et

al., 2010).

Interaccion entre Bacterias acido Lacticas y Levaduras

La simbiosis entre levaduras y bacterias en los “tibicos” se lleva a cabo debido a que el
crecimiento de las levaduras se produce por la acidificacion del medio creado por las
bacterias; mientras que el crecimiento de las bacterias es estimulado por la produccion de
factores de crecimiento (vitaminas) y compuestos nitrogenados solubles por parte de las

levaduras (Teixeira et al., 2010).

Los microorganismos como Probidticos

Un probidtico se define como “microorganismos vivos que contribuyen a la salud y
bienestar del huésped manteniendo o mejorando su balance intestinal microbiano” (Firat et
al., 2010). Para que una determinada cepa mantenga y ejerza su potencial probiético en
una persona, debe poseer la habilidad de resistir un pH extremamente bajo y el efecto
detergente de las sales biliares, ademas de tener la capacidad para adherirse y colonizar la

mucosa intestinal (Firat et al., 2010).

Se han realizado estudios sobre las propiedades que ofrecen los probidticos para reducir el
riesgo y prevenir o tratar enfermedades intestinales. De los 622 estudios revisados, 235
describian resultados no especificos por los pacientes; mientras que, en 387 estudios

restantes se reporto la ausencia o presencia de eventos adversos especificos. Por lo tanto se
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concluyd que, la literatura actual no tiene los fundamentos suficientes para determinar que

el uso de probioticos es seguro (Agency for Healthcare Research and Quality, 2011).

En investigaciones realizadas por Firat et al. (2010) para determinar el efecto probidtico
de las bacterias Lactobacillus spp., Lactococcus spp., y Pediococcus spp. encontradas en el
kéfir de leche, se determind que estas bacterias tienen la capacidad de sobrevivir a bajos
niveles de pH, a las sales biliares y que son capaces de autoagregarse (capacidad de
adherirse a las células epiteliales del intestino) y coagregarse con E. coli. La coagregacion
presenta una barrera que previene la colonizacion de microorganismos patégenos. Dados

los resultados estos géneros bacterianos pueden ser considerados probidticos potenciales.

Efectos benéficos del Kefir de Agua

Son varios los beneficios que se le atribuyen al kéfir de agua que son anticipados por los
consumidores tales como: tratar padecimientos del aparato digestivo, Ulceras, colitis
ulcerosa, intolerancia gastrica, colon irritable, diverticulos entre otros (Palmetti, 2012); sin
embargo, varios de estos atributos no tienen un soporte cientifico establecido (Teixeira et

al., 2010).

Un estudio mostrd que al comparar el poder cicatrizante del carbohidrato obtenido del
kéfir de agua con el poder cicatrizante del neomycin-clostebol (Combinacion de
neomicina, un antibiético de amplio espectro con clostebol, esteroide de uso tépico que
aumenta la velocidad de cicatrizacion), ambos aplicados de forma topica en heridas
inducidas en ratas de laboratorio. El carbohidrato de kéfir fue capaz de inhibir la accion
inflamatoria de manera similar que el neomycin-clostebol en heridas; sin embargo, esta
droga es conocida por presentar efectos colaterales como problemas hepaticos,

disfunciones reproductivas y riesgos neoplasicos. Por lo tanto, se recomienda el uso de una
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solucion a base de granulos de kéfir frente al neomycin-clostebol (Thomson, 2004;

Moreira et al., 2007).

Otro de los beneficios que se produce al consumir kéfir se debe a la presencia de
Lactobacillus plantarum. Segun la investigacion desarrollada por Yanping et al. (2007) en
la cual se agregd L. plantarum liofilizado a una dieta alta en colesterol, se observo que
ratas no manifestaron ninguna variacién en cuanto a su peso corporal, comida ingerida y
eficiencia de alimentacion. Por otro lado, se presentd una reduccién de colesterol sérico,
LDL (Lipoproteina de baja densidad) y los niveles de triglicéridos. Adicionalmente se
produjo una gran reduccion en el colesterol asi como de triglicéridos en el higado,
demostrando de esta manera que el colesterol se redujo y no se redistribuy6 en la sangre o
en el higado.

Es importante la reduccion de LDL como del colesterol total debido a que elevadas
cantidades de estos estdn altamente relacionadas con un incremento en el riesgo de
enfermedades coronarias. Su reduccién en hombres hipocolesterolémicos puede disminuir
la incidencia de enfermedades cardiovasculares (Yanping et al., 2007).

Ademas, se notd que la concentracion de acido propiénico en las heces de los animales se
incremento significativamente, casi tres veces mas con relacién al grupo control (que no
fue alimentado con L. plantarum). Esto indica que una de las vias de sintesis de colesterol
se vio afectada, reduciendo de esta forma su concentracion (Yanping et al., 2007).

Otros estudios realizados determinaron que Lactobacillus kéfir presente en los granulos de
kéfir tiene la capacidad de antagonizar la invasion y/o adhesion de Salmonella enteritidis.
La Salmonella es uno de los patdgenos causantes de una variedad de enfermedades como

fiebre entérica, bacteriemia, infecciones focales y enterocolitis. Se encuentra
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principalmente en pollos y aves de corral; y es una de las mayores fuentes de infeccién

intestinal (Golowczyc et al., 2007).

Identificacion de Microorganismos Fermentadores

Métodos fenotipicos

Los metodos fenotipicos de identificacion bacteriana consisten en las caracteristicas
morfologicas, desarrollo, propiedades bioguimicas y metabdlicas de las bacterias

(Fernéndez et al., 2010).

Existen medios selectivos que permiten seleccionar un microorganismo o grupo de
microorganismos en particular. Esto es posible ya que contienen al menos un ingrediente
que inhibe el crecimiento y reproduccion de microorganismos no deseados. A estos
ingredientes se les denomina agentes selectivos (Zapata, 2012). También existen medios
diferenciales que tienen como funcidon diferenciar entre grupos o especies de
microorganismos. Contienen un ingrediente que es utilizado o alterado por un grupo en

particular; mientras que, el resto de microorganismos presentes no lo pueden utilizar.

Las pruebas bioquimicas se utilizan para identificacién bacteriana basandose en su

metabolismo caracteristico.

La galeria API es un sistema estandarizado para la identificacion de microorganismos
mediante pruebas bioquimicas. Existen diferentes; como APl Candida que estd compuesta
por 10 microtubos que contienen compuestos deshidratados para la realizacion de 12
pruebas de identificacion, y APl 50 CHL que es un sistema para la identificacion de
Lactobacillus compuesta por 50 microtubos conteniendo compuestos deshidratados para la

realizacion de pruebas de identificacion.
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Métodos moleculares

La utilizacion de técnicas moleculares para identificacion de microorganismos en la
actualidad se ha incrementado debido a que tiene varias ventajas en comparacion con los
métodos tradicionales. Son mas especificas Yy rapidas debido a que se puede identificar un
microorganismo en menos de 24h y puede ser automatizada reduciendo de esta manera

tiempo y costo (Rodriguez-Herrera et al., 2009).

Para la deteccion molecular de microorganismos la técnica mas utilizada es la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) (Rodriguez-Herrera et al., 2009) la cual tiene como
objetivo amplificar fragmentos especificos de ADN. Se realiza en tres pasos: denaturacion
de ADN que se logra a una temperatura de 93°C, donde las moléculas de ADN se separan
en sus dos cadenas. Luego el anidamiento que ocurre a temperaturas entre 45y 60°C para
que los primers se unan a las cadenas de ADN previamente separadas, y finalmente la
polimerizacion, generalmente a 72°C para que la polimerasa agregue nucleétidos y forme
de esta manera nuevas cadenas de ADN. Este proceso se realiza un nimero determinado de

ciclos hasta obtener millones de copias de ADN de la regién especifica (Karp, 2006).

Para la identificaciéon bacteriana normalmente se amplifica total o parcialmente el ADNr
16s que contiene alrededor de 1.550 nt (nucleétidos). La utilizacion de esta
macromolécula como crondémetro molecular definitivo se debe a que es una molécula muy
antigua y esta presente en todas las bacterias actuales, contiene suficiente variabilidad para
diferenciar organismos proximos y al ser una molécula de gran tamafio se pueden
minimizar las fluctuaciones estadisticas. Asi mismo, por ser facil de secuenciar existen

bases de datos amplias para la identificacion de procariotes (Mendoza y Rodicio, 2003).

Una vez amplificado el gen por medio de la PCR se puede secuenciar. EI método de

secuenciacion de ADN se basa en la sintesis enzimitica de cadenas de ADN
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complementarias a la cadena a secuenciar. El sitio de inicio de la sintesis esta determinado
por un oligonucledtido que se marca radioactivamente. Se realizan cuatro reacciones
separadas, en donde ademas de los cuatro nucledtidos esenciales, se agrega un
didesoxiribonucledtido llamado “terminador”. Este nucledtido es incorporado al azar y
determina la finalizacion de la cadena al carecer de 3’OH. Como resultado se producen
fragmentos de distintas longitudes, y presentan la terminacion de la sintesis de todas las
posiciones posibles en donde se encuentra el terminador. Los fragmentos marcados se
separan por electroforesis (Curtis y Barnes, 2000) y posteriormente “la secuencia de los
nucleotidos en la cadena se genera mediante una computadora que lee de abajo hacia arriba

en cada carril del gel” (Karp, 2006).

JUSTIFICACION

A nivel popular se considera al kéfir de agua una bebida refrescante con varias propiedades
beneficiosas para la salud, principalmente por la diversidad de microorganismos (LAB y
levaduras) que presenta. Hay diversos estudios que demuestran que es una bebida con
propiedades funcionales. Sin embargo, se ha visto alrededor del mundo que las cepas
encontradas en el inoculo varian de un lugar a otro, por tanto, no se puede extrapolar los

resultados de estos estudios al kéfir de agua en general.

Para evitar esta generalizacion, se ha querido identificar las bacterias existentes en el kéfir
de agua producido artesanalmente en el Ecuador y dejar abierta una linea de investigacion
que conduzca a la categorizacion definitiva del kefir de agua ecuatoriano como probidtico.
Ademas de presentar los datos obtenidos a partir de esta investigacion, se quiere ofrecer

un compendio bibliografico que sirva de base para futuros estudios.
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OBJETIVOS

Objetivo General

- Caracterizar fenotipica y genotipicamente los microorganismos presentes en el

kéfir de agua artesanal de origen ecuatoriano.

Objetivos especificos

Determinar el nimero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de bacterias

acidolacticas y levaduras presentes en la bebida.

- Caracterizar las bacterias acidolacticas y levaduras del kefir de agua ecuatoriano.

- Obtener caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para la posible industrializacion
del kéfir de agua artesanal.

- Analizar bibliogréficamente el posible efecto probidtico de los microorganismos

identificados.

HIPOTESIS

- Puede el kéfir de agua ser considerado un alimento probidtico.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Miel

Recogida por la empresa “Uyama Farms S.A.” ubicada en el canton Mira provincia del

Carchi en el mes de Octubre del afio 2011.
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Agua

Dos lotes de agua Tesalia sin gas elaborados en las fechas 07/11/2011 y 01/04/2012

respectivamente.

Tibicos

Indculo casero proveniente de Quito- Ecuador.

Métodos

Analisis Fisico-Quimicos

Acidez y grados Brix fueron determinados segun los métodos descritos por Less (1982).

Anélisis Microbiologicos

Preparacion de diluciones

Se realizd6 una dilucion primaria para obtener una distribucion uniforme de los
microorganismos contenidos en la muestra inicial (Camacho et al., 2009). Se pesé 20 g de
la muestra y se diluyé en 180 mL de citrato de sodio al 2%. A continuacion se prepararon
diluciones decimales adicionales (Camacho et al., 2009), toméandose 1 mL de la primera
dilucién y transfiriéndose a un tubo de ensayo que contenia 9 mL de solucion de citrato de
sodio al 2%, se obtuvo la dilucion de 1072, Luego se tom0O 1 mL de esta dilucion y se
transfirié a un segundo tubo que contenia 9 mL de diluyente y se obtuvo la dilucién 1073,

Se repiti6 este procedimiento hasta llegar a una dilucién de 1076,
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Técnica de siembra (Extension en placa)

Se colocd 0,1mL de cada dilucion en el medio contenido en una caja petri. Se esparcié
uniformemente en la superficie del mismo con la ayuda de un asa de vidrio previamente

esterilizada con alcohol y fuego directo (Zapata, 2012).

Recuento de Lactobacillus

Se utilizé6 el medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe ) que es un agar selectivo para
Lactobacillus debido a que contiene polisorbato, acetato, magnesio y manganeso, factores
especiales para su crecimiento asi como fuente rica en nutrientes, con un pH del medio
de 5.7. Este medio exhibe un bajo grado de selectividad, por tanto, pueden crecer bacterias
del género Leuconostoc o Pediococcus. Se sembro utilizando el método de extension en
placa. La incubacion se realizé en una atmosfera micro-aerofilica (5% de CO2) a 37°C;.
El conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) se realiz6 siguiendo el método del
libro “The Compedium of Methods for the Microbial Examination of Foods”. Los

resultados se reportaron 2 dias después de realizada la siembra (Merck).

Recuento de lactococcus

El medio utilizado fue M17 agar. Contiene b-glicerolfosfato que incrementa la capacidad
buffer del medio, con un pH de 7.2, ademas promueve el crecimiento de Streptococcus
lacticos e inhibe el crecimiento de otros microorganismos. Se sembro la muestra mediante
la técnica de extension en placa. La incubacion se realizd en una atmosfera micro-
aerofilica (5% de CO2) a 37°C, modificada del manual Merck. El conteo de Unidades
Formadoras de Colonias se realizé siguiendo el método descrito en libro “The Compedium
of Methods for the Microbial Examinatin of Foods”. Se reportaron los resultados al

segundo dia después de realizar la siembra (Merck).
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Recuento de levaduras

Se utilizé el medio Saboraud con 4% de glucosa. Es un medio selectivo para hongos y
levaduras debido al bajo pH, ademas de la presencia de cicloheximida, estreptomicina y
penicilina. En este medio las peptonas actuan como fuente de carbono y nitrégeno, la
glucosa actia como fuente de energia y el agar como agente solidificante. La incubacién se
realizd en condiciones aerobicas a temperatura ambiente. Se contaron las Unidades
Formadoras de Colonias al segundo dia de realizada la siembra segun el método del libro
“The Compedium of Methods for the Microbial Examinatin of Foods” (Merck). La técnica

utilizada en la siembra fue la de extension en placa.

Identificacion de levaduras

Se realiz6 mediante la prueba bioquimica API Candida.

Analisis molecular

Extraccion de ADN

Se aislaron colonias con diferentes morfologias, grandes y pequefias de color blanco, de
los medios selectivos MRS y M17. Cada colonia se sembrd tanto en medio MRS como
M17 dependiendo de su origen mediante un toque con palillo estéril. 48 h después de la
siembra se trasladaron 3 a 10 colonias de cada una de las cepas a tubos eppendorf de 1.5
mL que contenian 300 pL de agua esteril. Se colocaron los tubos en un flotador y fueron
sometidos a bafio maria durante 10 min. Posteriormente se centrifugé a 12000 rpm durante
3 minutos, se mezclo con glicerol y se congel6 para ser utilizado posteriormente (Guaman,

2012).
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Para obtener el master mix se mezclaron todos los reactivos que se indica en la tabla 3, se

utilizé el ADN de las 6 bacterias seleccionadas.

- Master mix

En la Tabla 2 se presentan los reactivos y cantidades usadas para el Master Mix

Tabla 2.- Reactivos y cantidades usados para el Master Mix

Cantidad

Reactivo | Concentracion (L)
H20 21,16
Buffer 10
MgCI2 25mM 4
dNTP‘s 2000pM 3
27F 10uM 0,8
1492R  |10pM 0,8
Taq 5U 0,24
ADN 1300ng/puL 10
TOTAL 50

Fuente: Guaman, 2012

- Condiciones del PCR (Guaman, 2012):

Desnaturalizacion: 94°C por 4 minutos

30 ciclos de:

Desnaturalizacion: 94°C por 1minuto

Annealing: 50°C por 30 segundos
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Elongacién: 72°C por 2 minutos

Extencion final: 72°C por 8 minutos

Electroforesis de ADN

La electroforesis se realiz6 en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1x. Se corrio durante
60 minutos a 70 V. Se cargo 5 pL del amplicon y se utilizd un estandar de tamafio para ver
el peso molecular del producto de PCR, se esperaba obtener bandas con un tamafio

aproximado 1500 pb (pares de bases).

Secuenciacion del ADN

Para la secuenciacion de ADN se enviaron 6 amplicones a Functional Biosciences, Inc.,

ubicado en Madison, Wisconsin.

Analisis de Secuencias

La secuencia de pares de bases obtenida se analizé mediante Mega 5, Pregap 4 version 1.6
y Gap 4V 11.2. Una vez determinada la secuencia del ADNr 16S, se compar6 con las
depositadas en las bases de datos del GeneBank Yy Ribosomal Data Base Project. Se

utilizé el método de neighbor joining para identificacion de género y especie.

ELABORACION DEL KEFIR DE AGUA ARTESANAL DE ORIGEN

ECUATORIANO

Formulacion inicial
En base a la formulacion desarrollada por Ebookbrowse (2011), se modifico ciertas
materias primas asi como el tipo de endulzante y el tiempo de fermentacion.

En la Tabla 3 se presenta la formulacion inicial
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Tabla 3.- Formulacién inicial

Ingredientes Cantidad
Agua 300mL
Endulzante 22,59
Tibicos 18g

DISENO EXPERIMENTAL

Este experimento se ejecutd bajo un disefio en bloques al azar con un arreglo factorial 32

correspondiente a la combinacion de dos factores con tres niveles cada uno: tipo de
endulzante (miel de abeja, azlcar y panela) y tiempo de fermentacion (24, 48 y 72 horas).
Se obtuvo por lo tanto nueve tratamientos, realizandose tres repeticiones, con un total de

27 unidades experimentales. Los tratamientos fueron:

Tratamiento 1: Panela/24 horas de fermentacion

Tratamiento 2: Panela/48 horas de fermentacion

Tratamiento 3: Panela/72 horas de fermentacion

Tratamiento 4: Miel de abeja/24 horas de fermentacion

Tratamiento 5: Miel de abeja /48 horas de fermentacidn

Tratamiento 6: Miel de abeja /72 horas de fermentacion

Tratamiento 7: AzUcar/24 horas de fermentacion

Tratamiento 8: AzUcar/48 horas de fermentacién

Tratamiento 9: Azucar/72 horas de fermentacion
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Las variables de respuesta fueron: acidez y grados Brix.

FOCUS GROUP

Al no tener especificaciones ni en la literatura ni en normas de alimentos para este
producto, se realizdé un grupo focal para que los consumidores decidan las caracteristicas
deseadas. El grupo consto de 6 personas; se les explicd la idea del producto y probaron una
muestra de cada uno de los nueve tratamientos. Los tratamientos que obtuvieron mayor
agrado fueron el de Miel con fermentacién de 24 y 48 horas y el de la panela con

fermentacion de 48 horas.

En la Tabla 4 se presenta el analisis fisico-quimico de los tratamientos escogidos.

Tabla 4.- Andlisis fisicoquimicos de los tratamientos escogidos en el focus group

Acidez
(% é&cido Grados
lactico) Brix
Miel 24h 6,11 5,6
Miel 48h 9,6 54
Panela 48h 5,13 6,4

Dados estos resultados se establecieron como especificaciones:

Acidez.- Se espera una acidez intermedia, es decir entre 5% y 9% de acido lactico, ya que
segun el grupo focal fueron las muestras con mayor aceptacion. Se le asign6 1 como
puntaje para la tabla de ponderacion.

Grados Brix.- La cantidad de sélidos solubles debe ser la menor. Esto se debe a que
mientras menor sea la cantidad presente en la bebida, se espera una mayor fermentacion.

Por tanto se le asigno un puntaje de 2 para la tabla de ponderacion.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Andlisis Fisico-Quimicos

Grados Brix

En la Tabla 5 se presenta el analisis de Varianza (ANOVA) de grados Brix de los

tratamientos

Tabla 5.- Andlisis de varianza (ANOVA) de grados Brix de los tratamientos

F.V G.L SC CM FC FT

Total 26 9,1000

Bloques 2 0,0067 0,0033 1% 3,63
Tratamientos 8 9,0400 1,1300 339* 2,59
Tiempo de fermentacion (A) 2 0,4422 0,2211| 66,3333* 2,59
Tipo de endulzante (B) 2 8,5400 4,2700 1281* 2,59
AXxB 4 0,0578 0,0144 4,3333* 2,59
Error 16 0,0533 0,0033

*Significativo al 5% de probabilidad por la prueba F.
n.s. No significativo al 5%de probabilidad por la prueba F

El Coeficiente de Variacion de los grados Brix fue de 0.94%. Al ser menor al 5% brinda
credibilidad a los resultados; ademas, refleja la precision con la que fue manejado el

experimento (Sanchez-Otero, 2008).

Segun el analisis de varianza (ANOVA) de la Tabla 5 existié una diferencia significativa
entre los tratamientos. Tanto el tiempo de fermentacion como el tipo de endulzante y su
interaccidn afectaron significativamente los grados Brix de los tratamientos. Por otro lado,
no hubo diferencia estadisticamente significativa entre los bloques.

En la Tabla 6 se presentan los grados Brix de los tratamientos




33

Tabla 6.- Grados Brix de los tratamientos

Grados
Tratamiento | Brix *

6,80 A
6,77 A
6,63 AB
6,63 CB
6,40 C
6,13 D
5,57 E
5,40 E
5,23 E

A~AJOIIO|W [N, |O]|0 |

*Medias seguidas por las mismas
letras no difieren entre si al 5% de
probabilidad por la prueba de Tukey

Como se observa en la Tabla 6, los tratamientos 7, 8 y 9 fueron estadisticamente iguales
entre si; sin embargo el 7 y 8 no fueron iguales al resto de tratamientos. Los tratamientos 1
y 9 fueron iguales entre si. Por otro lado, los tratamientos 1 y 2 fueron iguales entre si pero
diferentes en relacion a los demas. Los tratamientos 4, 5y 6 fueron iguales entre si pero
diferentes a los demas y el tratamiento 3 difirié con los demés. Los tratamientos 4, 5y 6
(miel a las 24, 48 y 72 horas) fueron estadisticamente iguales y presentan la menor
cantidad de grados Brix, siendo los mejores tratamientos.

En el Gréafico 1 se presentan los cambios en los grados Brix de los tres tipos de endulzantes

durante 72 horas de fermentacion.
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Grafico 1.- Cambios de grados Brix de los tres tipos de endulzante en 72 horas de

fermentacion
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Como se observa en el gréafico 1, los grados Brix de los tratamientos disminuyen conforme
aumenta el tiempo de fermentacién. Esto era esperado debido a que las bacterias presentes
utilizan glucosa y fructosa como fuente de energia. En un estudio sobre el kéfir de agua
desarrollado por Teixeira et al. (2010) se muestra que el contenido de so6lidos solubles

(grados Brix) se redujo al final de la fermentacion.

Acidez

En la Tabla 7 se presenta el Analisis de Varianza (ANOVA) de la acidez expresada en

porcentaje de acido lactico de los tratamientos.
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Tabla 7.- Andlisis de varianza (ANOVA) de acidez expresada en porcentaje de acido

lactico de los tratamientos.

F.V G. L. SC CM FC FT
Total 26 514.2628

Bloques 2 0.9070 0.4535 3,3279%= 3.63
Tratamientos 8 511.1753 63.8969 468.8829* 2.59
Tiempo de fermentacion

(A) 2 130.6938 65.3469 479.5230* 2.59
Tipo de endulzante (B) 2 331.4908 165.7454 1216.2587* 2.59
Interaccion A x B 4 48.9907 12.2477 89.8749* 2.59
Error 16 2.1804 0.1363

*Significativo al 5% de probabilidad por la prueba F.
n.s. No significativo al 5%de probabilidad por la prueba F

El coeficiente de variacion de los grados Brix fue de 6,53%, este valor refleja la existencia
de un ligero error en la medicion. Sin embargo, al estar cercano al 5%, concuerda con los
parametros aceptados para ensayos realizados en laboratorios o invernaderos y se puede

decir que los datos obtenidos son confiables. (Sanchez-Otero, 2008).

La acidez del kéfir de agua fue influenciada por el tipo de endulzante utilizado y el tiempo
de fermentacién, y de la misma manera por la combinacién de los dos factores. Ademas
existié una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos. Por otro lado,

entre los bloques no existio diferencia estadisticamente significativa.

En la Tabla 8 se presenta la acidez de los tratamientos.
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Tabla 8.- Acidez de los tratamientos

Acidez
(% de &cido
Tratamiento | lactico) *

13,11 A
10,83 A
9,89 AB
5,82 CB
4,85 CD
3,14 CD
1,71CD

0,86 D

0,71D

N|OO|O IR I~ OTHW| O

*Medias seguidas por las mismas letras no
difieren entre si al 5% de probabilidad por la
prueba de Tukey.

En la Tabla 8, se puede observar que los tratamientos 6, 3 y 5 fueron iguales entre si, y el 6
y 3 diferentes al resto. Los tratamientos 4, 2, 1 y 9 fueron iguales estadisticamente y por
ultimo los tratamientos 2, 1, 9, 8, 7 fueron iguales entre si. Los tratamientos 4 y 5, miel a
las 24h y 48h respectivamente, fueron estadisticamente iguales; tuvieron una acidez
intermedia en comparacion al resto de tratamientos, por tanto fueron escogidos como los
mejores tratamientos.

En el Grafico 2 se presentan los cambios en la acidez de los tres tipos de endulzantes

durante 72 horas de fermentacion
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Grafico 2.- Cambios de acidez de los tres tipos de endulzante en 72 horas de

fermentacion
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Como se puede observar en el Gréafico 2, la acidez expresada en % de &cido lactico
incrementa al transcurrir el tiempo de fermentacion para los tres tipos de endulzantes. De
Bruyne (2007) determind que bacterias del género Leuconostoc tienen la capacidad de
producir acido lactico como metabolito principal a partir de glucosa y fructosa. Este género
se encontrd en cantidades considerables en estudios de caracterizacion del kefir de agua
realizados por Teixeira et al. (2010) y Aldherr (2010).

Asi  mismo, se observo que los tratamientos hechos a base de miel de abeja son los que
contienen mayor porcentaje de acido lactico, lo que puede ser debido a que la miel de abeja
contiene 29 % de glucosa y 38% de fructosa en su composicion y solo un 4% de sacarosa
(Zandamela, 2008), de esta manera las bacterias tienen mayor disponibilidad de sustrato
para la formacion de acido lactico. En el caso de la panela, el porcentaje de azlcares
reductores es de 9.15% y de sacarosa 80.91% (Bressani); mientras que, el porcentaje de
azucares reductores del azicar blanca granulada es de 0.04% (Kirk et al., 2004). La panela
como el azucar tienen menor disponibilidad de sustrato, por lo tanto la produccién de acido

lactico podria ser menor en comparacion a la miel.
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Tabla de Ponderacion

En la Tabla 9 se presenta la ponderacion de los tratamientos

Tabla 9.- Ponderacion de los tratamientos

No. De °Brix Acidez Total
Tratamiento | Tratamiento

4 Miel 24 h 2 1 3
1 Panela24h |0 0 0
7 AzlGcar24h |0 0 0
5 Miel 48 h 2 1 3
2 Panela48h |0 0 0
8 AzlGcar48h |0 0 0
6 Miel 72 h 2 0 2
3 Panela72h |0 0 0
9 AzGcar72h |0 0 0

Los mejores tratamientos fueron miel a las 24 y 48 horas de fermentacion al obtener el
mayor puntaje en la tabla de ponderacion. En estos dos tratamientos se realizaron recuentos
de bacterias acidolacticas en los medios MRS y M17 y recuento de Levaduras en
Saboraud. EI tratamiento con mayor cantidad de UFC/mL fue seleccionado para ser
caracterizado microbiol6gicamente, dado que, para que la bebida ejerza su actividad

probidtica se necesita un minimo de 10% UFC/g (Sanz et al., 2003; Shobharani y Agrawal,

2011; Olagnero, 2007).

Analisis Microbioldgico
En la Tabla 10 se presentan los recuentos de bacterias acidolacticas de los tratamientos

Miel a las 24 y 48 horas de fermentacidn, en condiciones aerdbicas a 37 °C. Los

resultados se reportaron en los dias 1y 2.
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Tabla 10.- Recuento de bacterias acidolacticas en medio MRS bajo condiciones
aerdbicas, donde la Condicion 1 es el tratamiento Miel a las 24 horas de fermentacién

y la Condicion 2 es el tratamiento Miel a las 48horas de fermentacion.

UFC/mL
Condicién | Condicion
Dia 1 2
1 9x10% 1,2 x10%

2| 153x10*| 2,14=x10%

En la Tabla 11 se presentan los recuentos de bacterias &cidolécticas de los tratamientos
Miel a las 24 y 48 horas de fermentacion, en condiciones micro-aerofilicas a 37°C. Los

resultados se reportaron en los dias 1y 2.

Tabla 11.- Recuento de bacterias acidolacticas en medio MRS bajo condiciones
micro-aerofilicas, en donde la Condicién 1 es el tratamiento Miel a las 24 horas de

fermentacion y la Condicion 2 es el tratamiento Miel a las 48 horas de fermentacion.

UFC/mL
Condicion | Condicion
Dia 1 2

1 1,83 x10% > 2,5x10°
2 2.1x10% >2,5x10°

Como se observa en las Tablas 10 y 11 se obtuvo un mayor recuento de ufc/mL bajo
condiciones micro-aerofilicas tanto en la condicion 1 como en la condicion 2. Por otro
lado, la condicion 2 (miel a las 48 h de fermentacion), obtuvo mayor cantidad de ufc/mL

en comparacion a la condicion 1.

En la Tabla 12 se presentan los recuentos de bacterias acidolacticas de los tratamientos
Miel a las 24 y 48 horas de fermentacién, en condiciones aerdbicas a 37°C. Los resultados

se reportaron en los dias 1y 2.
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Tabla 12.- Recuento de bacterias acidolacticas en medio M17 bajo condiciones
aerdébicas, donde la Condicién 1 es el tratamiento Miel a las 24 horas de fermentacion

y la Condicion 2 es Miel a las 48 horas de fermentacion.

UFC/mL
Condicién
Dia 1 Condicién 2
1 7 x10% 1.32x10%

2 1.03x10* 1.97x10*

En la Tabla 13 se presentan los recuentos de bacterias acidolacticas de los tratamientos
Miel a las 24 y 48 horas de fermentacion, en condiciones micro-aerofilicas a 37°C. Los

resultados se reportaron en los dias 1y 2.

Tabla 13.- Recuento de bacterias &cidolacticas en medio M17 bajo condiciones
micro-aerofilicas, donde la Condicién 1 es el tratamiento Miel a las 24 horas de

fermentacion y la Condicion 2 es Miel a las 48horas de fermentacion.

UFC/mL
Condicion
Dia 1 Condicién 2
1 7 x10% 1.32x10%

2 1.03x10* 1.97x10*

Como se observa en las Tablas 12 y 13, las condiciones Optimas para el crecimiento de
microorganismos en el medio M17 son micro-aerofilicas ya que se obtiene un mayor
recuento de bacterias acido lacticas comparado con las condiciones aerdbicas. El

tratamiento con mayor recuento de ufc/mL fue el de miel a las 48 horas (Condicién 2).

La Condicién 2 obtuvo un mayor recuento de ufc/mL tanto en el medio MRS como en el
medio M17, por tanto fue seleccionada como mejor tratamiento. Asi mismo, se observd

que las condiciones éptimas para el crecimiento de bacterias acido lacticas en los medios
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MRS y M17 fueron micro-aerofilicas al obtener un recuento mayor de bacterias

acidolacticas.

En la Tabla 14 se presenta el recuento de bacterias acidolacticas en medio MRS y M17 a

la dilucion 107% del tratamiento miel 48 horas bajo condiciones micro-aerofilicas a 37°C

con tres repeticiones.

Tabla 14.- Recuento de bacterias acidolacticas del tratamiento Miel a las 48 h de

fermentacién.

Muestra | UFC/mL

MRS M17
1 3,25 x10% | 4,2 x10°
2 3,15 x10° | 4,05x10%
3 3,2x10° | 4,1=x10°

En la Tabla 15 se presentan la cantidad de UFC/mL en Saboraud a la dilucion 1072 del

tratamiento miel 48 horas bajo condiciones aerdbicas a 37 °C con tres repeticiones.

Tabla 15.- Recuento de levaduras

UFC/mL
2,75 x107

2,80 x107
2,70 x107
2,80 x107
2,74 =107
2,78 107

Muestra

WIWININ|F (P

Como se puede observar en la Tabla 14, la cantidad promedio de colonias es de 3,2 x10% en

MRS y 4,1x10%° en M17. Esta cantidad excede la cantidad minima de UFC/mL
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recomendada para que un alimento posea propiedades probidticas, (105 UFC/mL) (Sanz et
al., 2003; Shobharani y Agrawal, 2011; Olagnero, 2007). Por otro lado, en la Tabla 15 la
cantidad promedio de colonias es de 2,76 x107, lo cual es menor al nimero recomendado
de levaduras para que un alimento sea probiotico (1 x10® UFC/g) (Ortiz y Reuto, 2007).

Se tomé aleatoriamente una Colonia del medio MRS, M17 y Saboraud de acuerdo a su
tamafo. Se realiz6 tincion Gram, Catalasa y Oxidasa con el fin de determinar diferencias

morfologicas. En Saboraud solo se distinguio un tipo de colonia segin su morfologia.

En la Tabla 16 se presentan las colonias del medio MRS seleccionadas para ser

secuenciadas

Tabla 16.- Colonias aisladas del medio MRS para ser secuenciadas

Cadigo Gram Morfologia |Catalasa |Oxidasa
Bacilos

1K + cortos - -

2K + Coco - -

3K + Coco - -

En la Tabla 17 se presentan las colonias del medio M17 seleccionadas para ser

secuenciadas

Tabla 17.- Colonias aisladas del medio M17 para ser secuenciadas

Cadigo Gram Morfologia | Catalasa |Oxidasa
4K + Bacilo - -
5K + Coco - -
6K + Coco - -
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Para el secuenciamiento se escogieron 3 colonias del medio MRS y 3 colonias del medio
M17 segun su morfologia. En Saboraud solo se distingui6 un tipo de levadura a la cual se

caracteriz6 mediante API candida.

Identificacion Bacteriana

Se realizo por el método de identificacion genética ADNr 16s, método utilizado por Gulitz
et al. (2011), Miguel et al. (2011) y Teixeira et al. (2010) para determinar la microbiota
presente en el kefir de agua asi como en sus granulos. Las secuencias obtenidas del gen se
compararon con las secuencias del gene Bank. Al tener una amplia similitud con bacterias
como Leuconostoc citreum JQ712017.1, Leuconostoc holzapfelii NR_042620.1,
Leuconostoc pseudomesenteroides AB598984.1 y Leuconostoc mesenteroides JQ712026.1
se realizd6 un andlisis filogenético por medio del método de Neighbor- joining,
obteniéndose como resultado que las bacterias presentes en el kefir fueron Leuconostoc

holzapfelii y Leuconostoc pseudomesenteroides.
En el Grafico 3 se presenta el arbol filogenético

Gréfico 3.- Arbol filogenético obtenido a partir de las secuencias del ADNr 16S por el

método de Neiborng Joining

2K
Leuconostoc holzapfelii
65 | 1K
4k
100 3k
6K

Leuconostoc citreum

Leuconostoc mesenteroides

5k
95 I Leuconostoc pseudomesenteroides

0.002
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En la Tabla 18 se presentan las bacterias identificadas

Tabla 18.- Bacterias Identificadas por secuenciamiento de ADNr 16S

Codigo | Bacteria

1K Leuconostoc holzapfelii
2K Leuconostoc holzapfelii
3K Leuconostoc

pseudomesenteroides

4K Leuconostoc holzapfelii
oK Leuconostoc holzapfelii
6K Leuconostoc holzapfelii

Como se puede observar en la Tabla 18, de las seis bacterias identificadas 5 pertenecen al
género y especie Leuconostoc holzapfelii y una a Leuconostoc pseudomesenteroides. De
Bruyne et al. (2007) asocié a Leuconostoc holzapfelii con la microbiota de fermentacion
del café etiope. En otro estudio realizado por Moroni et al. (2011) se determind su
presencia en masas fermentadas a partir de harina de trigo sarraceno (planta originaria de
Asia central) y Teff (herbacea cultivada principalmente en Etiopia). Es una bacteria Gram-
positiva, no movil, catalasa negativa, anaerobia facultativa, crece en medio MRS a 30°C y
es de morfologia ovoide o bacilos cortos. Su tamafio oscila de 0.8-1.0 por 2.0-3.0 um y se
encuentra cominmente en pares o cadenas cortas. Tiene la caracteristica de producir acido
lactico y COz2 a partir de glucosa y fructosa (De Bruyne et al., 2007).

Adicionalmente, en un estudio realizado por Rodriguez et al. (2012) se identifico
Leuconostoc pseudomesenteroides en pozol (bebida fermentada, &cida, no alcohdlica a
base de maiz de origen Maya) a la cual se le atribuyen beneficios como el control de diarreas,
disminucion de fiebre, entre otros. Por otro lado, se determind la presencia de L.
pseudomesenteroides en alimentos fermentados como cassava fermentada elaborada en
Benin, queso elaborado en India, leche fermentada elaborada en Kenia (Schillinger et al.,

2008), Nukadoko (tipo de arroz utilizado para la elaboracion de Nukazuke, encurtido



45

elaborado en Japdn) (Sawa et al., 2009), jugo de cafia (Dong-Wook et al., 2011) y quesos
artesanales elaborados a partir de leche no pasteurizada (VVan Hoorde et al., 2010).

El género Leuconostoc es uno de los microorganismos utilizado como probio6tico en
conjunto con otras bacterias acido lacticas de los géneros: Lactobacillus, Bifidobacterium,
Lactococcus, Enterococcus, Bacillus y levaduras del género Saccharomyces (Amores et
al., 2004; Ramirez et al., 2011). En un estudio realizado por Matus et al. (2012) sobre el
Pulque (bebida fermentada mexicana, no alcoholica, no destilada y elaborada a partir de la
fermentacion de varias especies de Agave) se determind la presencia de Leuconostoc spp,
con importante actividad antimicrobiana in vitro vs Escherichia coli EPEC 2348/69,
Listeria monocytogenes, Salmonella enterica serovar Typhi y S. enterica serovar
Typhimurium. Mientras que in vivo, disminuyo la capacidad de infeccién de S. enterica

serovar Typhimurium L1334 lo que sugiere propiedades antimicrobianas.

La levadura presente en mayor cantidad fue Saccharomyces cerevisiae, con un ID del
98,8%. Esto concuerda con Teixeira et al. (2010), que también encontr6 en el kefir de agua

levaduras de este género.

En un estudio realizado por Jespersen (2003) se aislo la cepa Saccharomyces cerevisiae de
varios alimentos, bebidas alcohélicas y leches fermetadas de Africa tales como; “kenkey”
(Ghana), “Mawe” (Benin), “Masa” (Nigeria), “Munkoyo” (Zambia), “Busaa” (Kenya),
“Chikokivana” (Zimbabwe), “Amasi” (Zimbabwe) “Mbanik” (Senegal), “Nono” (Nigeria),
entre otros. Entre las funciones que tiene esta cepa en la fermentacion de alimentos es
produccién de alcohol y otros componentes aromaticos como ésteres y acidos organicos a
partir de carbohidratos. Ademas, Penacchia et al. (2008) determind que cinco cepas de S.
Cerevisiae eran capaces de sobrevivir el bajo pH del estbmago y al pH del tracto

intestinal lo que les convierte en posibles probioticos.
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Es reconocida también por aportar flavor a los productos fermentados, ademas de ser capaz
de coexistir con otros tipos de microorganismos como bacterias acido lacticas. Es posible
que esta levadura ademas aporte al valor nutricional de alimentos fermentados, al estar
asociada con el incremento de vitamina B12 y algunos aminoacidos (Jespersen, 2003). Asi
mismo, se ha encontrado que levaduras del género Saccharomyces protegen
probablemente de la accion de la toxina del colera por la adhesion de la toxina a los
receptores presentes en la superficie de la levadura, sin embargo no se han realizado
estudios de las cepas provenientes del kéfir de agua producido en Quito-Ecuador. En otro
estudio realizado sobre Pulque, se aislaron grupos microbianos de los géneros:
Zymomonas, Lactobacillus y Saccharomyces los cuales han sido reportados como
microorganismos con efecto probidtico (Cervantes y Pedroza, 2007). Ademas, se ha
reportado el uso de cepas de S. cerevisiae y S. bulgardii en la prevencion de varios tipos de
diarrea y colitis en humanos (Penacchia et al., 2008). El género S. cerevisiae se utiliza
como agente probidtico principalmente con el fin de equilibrar la microflora intestinal,
demostrandose su eficacia en el tratamiento de diarrea crdnica, especialmente en casos

asociados con Clostridium difficile.

CONCLUSIONES
- La cantidad de bacterias acidolacticas presentes en el kefir de agua ecuatoriano fue
de 4x10° UFC/mL, la cantidad de levaduras fue de 3x107UFC/mL. Por lo tanto,
desde un punto de vista cuantitativo, la bebida podria ser considerada probiotico
debido a que excede la cantidad minima de bacterias acido lacticas requeridas (10°
UFC/mL) (Sanz et al. 2003; Shobharani y Agrawal, 2011; Pérez y Ramirez, 2007).
Sin embargo, la cantidad de levaduras es menor a la cantidad requerida para ejecer

el efecto probidtico.
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La caracterizacion fenotipica y molecualar de la microbiota del Kefir mostro la
presencia de Leuconostoc Holzapfelii , Leuconostoc pseudomesenteroides y
Saccharomyces cereviciae.

Se logro obtener caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para la industrializacion y
comercializacion del kéfir de agua. Al utilizar miel de abeja como sustrato para la
fermentacion se obtuvieron valores de acidez apropiados segun la preferencia de
los consumidores, ademas se redujo el contenido de grados °Brix inicial, lo que es
un indicador de fermentacion.

El género Leuconostoc aporta con propiedades benéficas para la salud, al igual que
el género Sacharomyces de acuerdo a multiples estudios realizados por; Amores et
al.(2004), Ramirez et al. (2011), Matus et al. (2012), Cervantes y Pedroza (2007) y
Penacchia et al. (2008). Por lo tanto es posible que esta bebida pueda ejercer un

efecto probiotico.

RECOMENDACIONES

Realizar ensayos in vivo, asi como estudios clinicos y epidemioldgicos con el fin de
determinar la capacidad de colonizacién, adherencia al intestino, resistencia a pH
bajo y sales biliares, entre otros de las bacterias Leuconostoc pseudomesenteroides
y Leuconostoc hozapfeli. De esta manera confirmar que estas cepas pueden ejercer
un efecto probidtico en el cuerpo humano.

Realizar la caracterizacion de las bacterias presentes en los granulos de kefir.
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Recuento Saboraud dilucion 10~#*

Resultados Amplificacion 16S






