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Resumen

El kéfir es un producto lacteo fermentado que poco a poco ha aumentado su popularidad por la serie de
beneficios que se asocian a su consumo y por ser considerado una bebida probidtica natural, sin
embargo debido a problemas asociados al consumo de leche de vaca tales como la intolerancia a la
lactosa, alergias a las proteinas de la leche, alto contenido de colesterol e incluso por el aumento de
personas veganos/vegetarianos se ha buscado implementar los beneficios del kéfir en otras bebidas o
sustratos de origen no lacteos que se asemejen a la leche bovina. En este estudio se utilizé leche de soya
y leche de almendra para la elaboracidn de kéfir fermentado a 18, 24 y 48 horas y su posterior analisis
fisico-quimico, microbioldgico y sensorial. La fermentacion a los distintos tiempos para ambas leches
vegetales dio como resultado cambios en el aspecto, color y olor de ambas bebidas, ademds se dio un
aumento en el contenido de acido lactico y una disminucidn del pH, azucar total y densidad del medio.
Se obtuvieron recuentos de al menos 10’ UFC/mL de bacterias acido lacticas y levaduras para ambos
casos, cumpliendo con los pardmetros establecidos por la norma ecuatoriana NTE INEN 2395 para leches
fermentadas. Finalmente, el andlisis sensorial indico que la aceptabilidad general media del kéfir de
leche de soya y del kéfir de leche de almendra se encontré entre (3.74 - 4.34) y (3.62 — 4.02)
respectivamente, lo que se traduce segun la escala heddnica de 5 puntos como una aceptacién media

sin rechazo extremo.

Palabras clave: Probidticos, kéfir, granos de kéfir, leche vegetal.
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Abstract

Kefir is a fermented milk product that has gradually increased its popularity due to the series of
benefits associated with its consumption and for being considered a natural probiotic drink,
however due to problems associated with the consumption of cow's milk such as lactose
intolerance, allergies to milk proteins, high cholesterol content and even due to the increase of
vegans/vegetarians, it has been sought to implement the benefits of kefir in other drinks or
substrates of non-dairy origin, allergies to milk proteins, high cholesterol content and even due to
the increase of vegans/vegetarians, it has been sought to implement the benefits of kefir in other
beverages or substrates of non-dairy origin that are similar to bovine milk. In this study, soy milk and
almond milk were used for the preparation of kefir fermented at 18, 24 and 48 hours and its
subsequent physicochemical, microbiological and sensory analysis. Fermentation at different times
for both vegetable milks resulted in changes in the appearance, color and odor of both beverages, as
well as an increase in lactic acid content and a decrease in pH, total sugar and density of the
medium. Counts of at least 107 CFU/mL of lactic acid bacteria and yeasts were obtained for both
cases, complying with this and other parameters established by Ecuadorian standard NTE INEN 2395
for fermented milks. Finally, the sensory analysis revealed that the average overall acceptability of
soy milk kefir and almond milk kefir was between (3.74 - 4.34) and (3.62 - 4.02) respectively, which
translates according to the 5-point hedonic scale as an average acceptability without extreme

rejection.

Key words: Probiotics, kefir, kefir grains, vegetable milk.
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Capitulo I. Introduccion

Antecedentes

El kéfir es una bebida lactea fermentada originaria de los Balcanes, Europa del Este y el Cducaso
(Prado et al., 2015) que se ha consumido desde la antigliedad por los altos beneficios que presenta para
la salud, su preparacion se realiza de forma tradicional por medio de un cultivo iniciador compuesto por
una microbiota mixta de diferentes bacterias acido lacticas (BAL), bacterias acido acéticas (BAA) y
levaduras, que coexisten e interactian de forma simbidtica en una matriz inerte de polisacaridos y
proteinas (Farag et al., 2020), este cultivo iniciador o también conocido como granos de kéfir se

adicionan a la leche de vaca y se recuperan después del proceso de fermentacion.

Los microorganismos presentes en los granos de kéfir son los responsables del proceso de
fermentacion y los encargados de producir principalmente acido lactico, etanol y CO, compuestos que le
confieren se distinguido sabor acido, consistencia cremosa, bajos niveles de alcohol y una ligera
carbonatacion (Yang et al., 2020). Varias investigaciones han demostrado que la presencia de la
microflora mixta del kéfir junto con algunos productos metabdlicos como acidos organicos hacen que
sea una bebida probidtica funcional con efectos promotores de la salud incluida la supresion y
prevencion de tumores, la inmunidad y alergia gastrointestinales, la cicatrizacidén de heridas, la
asimilacién del colesterol y la inhibicidn de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), propiedades
antimicrobianas y la capacidad del kéfir para modificar la composicién y actividad de la microbiota

intestinal (Bourrie et al., 2016).

Debido al potencial que presenta el kéfir, se ha estudiado el uso de otros sustratos para su
produccién y posterior evaluacion de caracteristicas funcionales, alguno de los sustratos utilizados han
sido la leche de otras especies animales, leche de coco, leche de soya, jugos de frutas o soluciones de

azucar y melaza (Leite et al., 2013). Una de las bebidas mas estudiadas para la fermentacién con granos
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de kéfir ha sido la leche de soya, ya que posee un alto contenido de proteinas, isoflavonas y
oligosacaridos (Bau et al., 2015). Por otro lado, la leche de almendra al ser una de las bebidas no lacteas
mas consumidas constituyen una fuente de proteinas, acidos grasos monoinsaturados, fibra dietética,
vitamina E, riboflavina y minerales esenciales (Barreca et al., 2020). Ambas bebidas de origen vegetal se
han mantenido como un producto alimenticio que ofrece beneficios nutricionales para la salud, ademas
de que no contiene colesterol ni lactosa y solo contiene pequefias cantidades de acidos grasos saturados
(Vanga & Raghavan, 2018), por lo que investigaciones sugieren su contenido nutricional se podria

mejorar a través de la fermentacion.

El uso de leche de soya para la fermentacidn con granos de kéfir se ha reportado con éxito y se
ha descrito como una bebida fermentada funcional, sin embargo, no se ha publicado estudios sobre el
uso de leche de almendra para este fin. Ademas, es importante mencionar que el sustrato junto con
otros pardmetros como la microflora variable en los granos de kéfir, el tiempo de fermentacion y las
condiciones de almacenamiento y manipulacion, alteran las propiedades fisico-quimicas,

microbioldgicas y sensoriales de las bebidas de kéfir.

Formulacién del problema

Muchos de los productos y bebidas lacteos son considerados alimentos probidticos, estos
alimentos hoy en dia comprenden entre el 60% y el 70% del mercado total de alimentos saludables y
funcionales (Aspri et al., 2020), uno de ellos es el kéfir que poco a poco ha aumentado su popularidad y
con ello su consumo por el buen impacto que genera en la salud y porque las personas estdn tendiendo
a mejorar sus habitos dietéticos con nuevos alimentos que promuevan la salud (Peluzio et al., 2021). Sin
embargo, debido a que el consumo de leche de vaca ha disminuido como resultado de un aumento en el

diagndstico de problemas de intolerancia a la lactosa, alergias a las proteinas de la leche y la presencia
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de colesterol (Silva et al., 2020), se buscan implementar los beneficios del kéfir en otras bebidas o

sustratos de origen no lacteos que se asemejen a la leche bovina.

Farag (2020), menciona que el kéfir elaborado con leche entera es alto en colesterol, y en
individuos con intolerancia a las proteinas lacteas se pueden observar reacciones alérgicas, por lo que a
pesar de su condicidon de probidtico natural, la ingesta de kéfir lacteo no es apta para estas personas.
Adicionalmente, es necesario mencionar que otros factores que contribuyen con el aumento en la
demanda de nuevos productos de origen vegetal es el creciente nimero de consumidores
veganos/vegetarianos (Lopusiewicz et al., 2020), la ética sobre el uso de animales y los problemas
ambientales que generan los sistemas de produccién lechera (Zhang et al., 2020), por lo que las
personas pertenecientes a estos grupos también buscan sustitutos que puedan enriquecer su dieta 'y

contribuir a una buena salud.

Justificacion

Debido al crecimiento en la demanda de productos libres de leche y derivados, por lo factores
mencionados anteriormente, surge la necesidad de desarrollar nuevos productos que suplan las
necesidades para esta parte de la poblacién, de hecho, segun lo reportado en la investigacién de Craig &
Fresan (2021) la industria de leche no lactea ha crecido un 61% entre los aifos 2016 y 2018, en los
Estados Unidos y se espera que a nivel mundial, para el afio 2026 el mercado de alternativas lacteas
alance los $ 25,1 mil millones, lo que genera que las empresas se enfoque en el desarrollo de productos

de este tipo.

Investigaciones demuestran que las bebidas de origen vegetal tienen importantes propiedades
gue promueven la salud, el proceso de fermentacién puede mejorar mucho mas los criterios
nutricionales e incluso los atributos sensoriales de las bebidas (Tangyu et al., 2019). Se ha visto que

cepas microbianas especificas pueden sintetizar vitaminas durante la fermentacion por lo que, en
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comparacién con la fortificacién sintética, la fortificacién mediante los microorganismos productores de
vitaminas naturales es reconocido como un procedimiento mas seguro, natural y respetuosa con el

medio ambiente (LeBlanc et al., 2011).

La leche de soya presenta uno de los fitoquimicos de mayor interés: las isoflavonas, que son
considerados como uno de los componentes funcionales activos con capacidad de reducir algun riesgo
de algunos tipos de cancer, osteoporosis y otras enfermedades crénicas degenerativas no transmisibles
(Silva et al., 2020). En la investigacién realizada por Yang et al. (2020) se reporta que la leche de soya
fermentada con un cultivo de kéfir mejord el contenido de isoflavonas de aglicona y el sabor de la
bebida, ademas sugieren al kéfir de leche de soya como una bebida fermentada funcional y como un

alimento auxiliar para mujeres menopausicas durante un periodo patolégico especifico.

La almendra es un fruto seco cuyos componentes le atribuyen las propiedades de un prebidtico
al promover la fermentacion por la microflora intestinal y estimulacidn selectiva del crecimiento o
actividad de bacterias intestinales que contribuyen a la salud y el bienestar (Lamuel-Raventos & Onge,
2017). La leche de almendra es un andlogo a la leche de soya, por lo que sus propiedades nutritivas
también pueden mejorar mediante la fermentacion. (Bernat et al., 2015) en su investigacién concluye
que la leche de almendras fermentada con bacterias potencialmente probidticas ejerce efectos
inmunomoduladores positivos sobre los macréfagos, ademas Wansutha et al. (2018) menciona que la
leche de almendras fermentada con cepas de BAL poseen propiedades antioxidantes y contenidos

fendlicos mas altos que los de la leche de almendras no fermentada.

Los antecedentes de leches vegetales fermentadas sugieren que tienen el potencial de ser un
buen suplemento dietético principalmente para los consumidores exigen alternativas a la leche de origen
vegetal por motivos de sostenibilidad, relacionados con la salud, estilo de vida y dietéticos. Ademas, el

kéfir exhibe propiedades organolépticas de aroma, sabor, textura y buena sensacién en la boca que van a
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depender del tiempo de fermentacién, por ello es necesario establecer las condiciones adecuadas de

elaboracion de las bebidas para adaptarlas segun los gustos y preferencias de los consumidores.
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Objetivos de la investigacion

Objetivo General
Evaluar las propiedades fisico-quimicas, microbioldgicas y sensoriales de kéfir elaborado con

leche de almendra (Prunus dulcis) y de kéfir elaborado con leche de soya (Glycine max).

Objetivos especificos

e Elaborar kéfir de leche de almendra y kéfir de leche de soya a partir de un indculo comercial, y
dejar fermentar por 18, 24 y 48 dias.

e Determinar el aspecto, color, olor, pH, densidad, azucar total y contenido de acido lactico del
kéfir de leche de almendra y del kéfir de leche de soya.

e Comparar las propiedades microbioldgicas del kéfir de leche de almendra y del kéfir de leche de
soya, con las establecidas en la norma NTE INEN 2395 para leches fermentadas.

e Determinar propiedades sensoriales del kéfir de leche de almendra y del kéfir de leche de soya

por medio de una encuesta a un grupo de evaluadores no experimentados mayores de 18 anos.

Hipétesis
e las propiedades fisico-quimicas del kéfir de leche de almendra y el kéfir de leche de soya se ven
alteradas conforme aumenta el tiempo de fermentacion.
e El kéfir de leche de almendra y el kéfir de leche de soya cumplen con la calidad microbiolégica
establecida por la norma NTE INEN 2395 para leches fermentadas.
e El kéfir de leche de soya y el kéfir de leche de almendra elaborado con un tiempo de 24 horas de

fermentacidn son los mas aceptados por parte de los evaluadores.
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Capitulo Il. Marco Tedrico

Leches de origen vegetal

La leche de origen vegetal se define como un tipo de emulsién diluida procedente de una
variedad de plantas que presentan una distribucion homogénea de sdlidos solubles en suspensién y
tienen una apariencia y uso similar a la leche de vaca (Makinen et al., 2016). Aunque la clasificacion de
los tipos de leches de origen vegetal/no lacteos no estan bien definidos, Sethi et al. (2016) destaca una

clasificacién general, de acuerdo a las siguientes cinco categorias:

a. Cereales: leche de avena, leche de arroz, leche de maiz, leche de espelta.

b. Legumbres: leche de soya, leche de cacahuate, leche de lupino, leche de caupi.

c. Frutos secos: leche de almendra, leche de coco, leche de avellana, leche de pistachos, leche de
nueces.

d. Semillas: leche de sésamo, leche de lino, leche de cafiamo, leche de girasol.

e. Pseudocereales: leche de quinua, leche de teff, leche de amaranto.

El procedimiento para la produccién de las leches vegetales a escala industrial sigue un esquema
general: el material vegetal o la materia prima se remoja, se muele en humedo o en seco y luego se
extrae la harina en agua seguido de un proceso de filtracién o decantacién para eliminar los desechos de
la molienda y el material vegetal insoluble, finalmente se puede dar la adicion de otros ingredientes y
para mejorar la suspension y estabilidad microbiana se hace una homogenizacién y pasteurizacién

(Makinen et al., 2016).

La leche de soya fue la primera bebida alternativa que surgié como alternativa a la leche de vaca
y actualmente es la mas popular en el mercado de las leches vegetales (Jeske et al., 2018). Seguido de
esto esta la leche de almendra cuya popularidad se dispard y junto con la leche de soya han sido lideres

en el mercado y venta de bebidas de fuentes vegetales.
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Leche de soya

La soya (Glycine max L.) es una leguminosa perteneciente a la familia Fabaceae, es considerada
como una de las mds importantes a nivel mundial ya que representa mds del 60 % del consumo mundial
de proteinas y aceites vegetales y es el cuarto cultivo de campo mas grande por volumen (Vogel et al.,
2021). Es originaria de China y Asia oriental, en la actualidad se cultiva principalmente en Estados
Unidos, Brasil, Argentina, China e India, pero ha destacado como una excelente fuente de alimento a
nivel mundial por presentar alto contenido de proteinas (35-45%), fibras, fitoesteroles e isoflavonas, lo

gue hace que la soya sea una excelente fuente de alimento a nivel mundial (Ahmad et al., 2014).

La leche de soya se produce principalmente en Estados Unidos y es ampliamente consumida por
los beneficios que se le atribuye gracias a la presencia de isoflavonas ya que han sido altamente
estudiadas y han demostrado tener un efecto protector contra el cancer, las enfermedades
cardiovasculares, la osteoporosis y sintomas de la menopausia, por ser considerado un potente
fitoestrogénico (Sekikawa et al., 2018) siendo la genisteina la isoflavona mas abundante en la sojay la
gue se propone que es la mas biolégicamente activa. Otro de los beneficios que se le atribuye a la leche
de soya incluye la ausencia de lactosa, libre de colesterol, alto valor nutritivo, alta digestibilidad y bajo

costo (Sethi et al., 2016).
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Figura 1

Estructuras de las isoflavonas primarias de la soya.

Daidzein
(4" 7-dihydroxyisoflavone)

Genistein
(4'.5, T-trinydroxyiscflavone)

Glycitein
(7. 4'-dihydroxy-6-methoxyisoflavone)

Nota. Adaptado de “Legumes and soybeans: overview of their nutritional profiles and health effects” (p.

442), por M. Messina, 1999, The American Journal of Clinical Nutrition, 8(12).

Las isoflavonas o también denominados fitoestrégenos tienen una estructura similar a los
estrégenos que son un tipo de hormonas femeninas, por lo que son capaces de unirse a los receptores
de estrégeno (ER): ERa y Erf y a su vez generar efectos similares a los del estrégeno (Messina, 2016). En
la leche de soya las isoflavonas aparecen principalmente como conjugadas, mientras que en los
productos fermentados hay una gran produccién de isoflavonas de agliconas que son los compuestos
que mejoran la actividad bioldgica de la leche de soja (Hati et al., 2015). La composicién de los
macronutrientes de la soya difiere con respecto a otras leguminosas ya que es mucho mas alta en
grasas, moderadamente alta en proteinas y mucho mas baja en carbohidratos, en la siguiente tabla se

presenta la composicidn general de la soya y del extracto acuoso.
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Tabla 1

Composicion general de la soya y la leche de soya.

Proteina Lipidos Carbohidratos Fibras Azucar Calcio Energia
(g) totales (g) Totales total (g) (mg) (kcal)
(8)
Materia 38.6 25.4 30.2 17.7 4.2 138 469
prima
Extracto 2.6 1.47 4.92 0.2 3.65 123 43
acuoso

Nota. Adaptado de USDA Food and Nutrient Database for Dietary Studies 2017-2018, por U.S.
Department of Agriculture, Agricultural Research Service, USDA, 2020,

http://www.ars.usda.gov/nea/bhnrc/fsrg.

Leche de almendra

El almendro (Prunus dulcis (Mill.) DA Webb) pertenece a la familia Rosaceae, es una planta
originaria de regiones del Medio Oriente con climas mediterraneos, pero ha destacado a nivel mundial
por su semilla denominada almendra. La produccién mundial de almendras ronda los 1,7 millones de
toneladas anuales, siendo EE. UU. el mayor productor (Barreca et al., 2020). El consumo regular de
almendra se ha relacionado con una serie de efectos saludables como la reduccién del riesgo de
enfermedades como la obesidad, hipertension, diabetes mellitus y el sindrome metabdlico, debido a su
capacidad reductora de LDL-c (Kalita et al., 2018), estos beneficios son atribuidos por su composicién en
macro y micronutrientes, los compuestos con propiedades beneficios que mas destacan son los acidos
grasos poliinsaturados, fibra, vitaminas (vitamina E, vitamina B, etc.), minerales, fitoesteroles y
polifenoles (Oliveira et al., 2019). Adicionalmente se ha informado que la almendra puede mejorar el
perfil de la microbiota intestinal estimulando el crecimiento y actividad de bacterias intestinales que

contribuyen a la salud y el bienestar (Lamuel-Raventos & Onge, 2017).
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La leche de almendras se ha convertido en una de las leches alternativas a base de plantas mas
populares en los mercados de bebidas de América del Norte, la UE y Australia (Silva et al., 2020). Se
destaca por contener componentes coloidales como proteinas-oleosinas, lipidos-cuerpos oleosos,
polisacaridos, taninos, fitatos y sus diferentes complejos que interactdan entre si, lo que la hace una
sustancia coloidal termodonamica inestable que conduce a una separacion de fases (Vanga & Raghavan,

2018). El perfil general de nutrientes de la almendra y leche de almendras se resume en la Tabla 2.

Tabla 2

Composicion general de la almendra y la leche de almendra.

Lipidos Fibras
Proteina Carbohidratos Azicar Calcio Energia
totales Totales
() () total (g) (mg) (kcal)
() ()
Materla 1786 50 21.43 10.7 7.14 214 571
prima
Extracto 0.42 1.04 7.92 0.4 7.5 188 42
acuoso

Nota. Adaptado de “Health Issues and Technological Aspects of Plant-based Alternative Milk”, por Silva et

al., 2020, Food Research International.

Productos lacteos fermentados

Los alimentos y bebidas fermentados han sido de los primeros productos alimenticios
procesados consumidos por los humanos y han estado asociados con la capacidad de conferir beneficios
ademads de tener propiedades nutricionales y funcionales mejoradas debido a la transformacién de
sustratos y formacién de productos bioactivos que se generan por la accion de probidticos presentes en
ellos (Marco et al., 2017). Los probidticos son microorganismos vivos que ejercen beneficios sobre la

salud del huésped cuando se administran en proporciones adecuadas, se derivan de diferentes géneros
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y especies por lo que han sido estudiados para una variedad de criterios de valoracion de salud (Yan &
Polk, 2020). Los probidticos que vienen en forma de productos lacteos fermentados son el yogur,
koumis y kéfir, muchos de los cuales se han consumido durante cientos de afios y que hoy en dia han

sido definidos y calificados por la Organizacién Mundial de la Salud (Scourboutakos et al., 2017).

Kéfir de leche de vaca
Origen

Varias investigaciones indican que el kéfir tuvo sus origenes en las regiones de los Balcanes, en
Europa del Este y en el Caucaso 2000 afios a.C., de hecho se cree que una de las tradiciones de las tribus
del Caucaso era pasar los granos de kéfir de generacién en generacidn ya que eran considerados una
fuente de riqueza familiar, ademas existe la propuesta de que el consumo de kéfir fue uno de los
factores asociados con la larga esperanza de vida de la gente de dicha comunidad (Rosa et al., 2017). El
kéfir, aunque no es tan popular como otros productos lacteos fermentados se ha extendido a Asia,

Africa, América del Sury Europa occidental y oriental (Slattery et al., 2019).

Caracteristicas

El kéfir es una bebida de leche fermentada que se caracteriza por presentar una consistencia
cremosa, sabor acido, ligera efervescencia y bajos niveles de alcohol, se distingue de otros productos
lacteos fermentados por la necesidad de un cultivo iniciador denominado granos de kéfir para su
preparacion (Dimidi et al., 2019). El olor y sabor caracteristicos del kéfir se debe a la presencia de
compuestos volatiles y no volatiles producto de la accidn de varias especies bacterianas y levaduras
a través de la lipdlisis, la glucdlisis y la protedlisis de los constituyentes de la leche (Farag et al., 2020). El
proceso de fermentacion genera principalmente acido lactico, etanol y CO,, que contribuyen con las

propiedades organolépticas del kéfir, junto con otros compuestos bioactivos que son producidos en
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menor cantidad, tales como el kefiran, péptidos, aminodcidos, acetaldehido, acetoina, diacetilo, acido

folico, acido acético, calcio y vitaminas (Yang et al., 2020).

Composicion quimica

La composicidn quimica del kéfir es variable y depende de la fuente y el contenido de grasa de la
leche, la composicién y cantidad de los granos o cultivos y el proceso tecnolégico de elaboracion del
kéfir, entre otros factores. Sin embargo, los valores de las caracteristicas quimicas mds cominmente
reportados del kéfir elaborado a las 24 horas de fermentacién son: pH 4.42+0.01, materia seca
9.62+0.03%, grasa 2.34+0.01% (Magalhaes et al., 2011), humedad 90%, proteina 3%, azlcar 6%, acido

lactico 0,6% - 1%, etanol 0.48%, CO2 201,7-277,0 mL/L (Farag et al., 2020).

Granos de kéfir

Los granos de kéfir estdn compuestos por una comunidad compleja de microorganismos que se
encuentran inmovilizados en una matriz de polisacaridos y proteinas en donde coexisten e interactuan
en asociacion simbidtica. Existen dos tipos de granos de kéfir: unos para la preparacion de kéfir de leche
y otros para la preparacion de kéfir de agua, este ultimo también conocido como kéfir azucarado,
muestra una apariencia quebradiza, son translicidos, muestran un color variable amarillento que
depende del medio azucarado que se use, son de tamafio pequefio que van de 1 a 10 mm de didametro
(Pendon et al., 2021). A pesar de esta distincidn, en el presente estudio se hara énfasis en el kéfir de

leche.

Los granos de kéfir de leche son un consorcio bacteriano que se caracteriza por tener la
apariencia de masas gelatinosas e irregulares de color blanco o amarillo claro, con un tamafio que varia
de 0,3 a 3,0 cm de didmetro, ademas de presentar una textura viscosa y firme y ser de consistencia
eldstica (Leite et al., 2013). En cuanto a su composicidn, los granos de kéfir contienen aproximadamente

83 % de agua, un 415 % de proteinas y un 9210 % de un polisacdrido llamado kefiran que es un
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glucogalactano ramificado soluble en agua que consta de cantidades iguales de d -glucosa y d -galactosa
(Bengoa et al., 2019). Este polisacérido tiene excelentes propiedades reoldgicas lo que lo permite
mejorar la viscosidad del kéfir y de otros productos lacteos (Prado et al., 2015). En la Figura 2 se observa

la estructura del kefiran.
Figura 2

Estructura del kefiran.
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Nota. Adaptado “Milk kefir: composition, microbial cultures, biological activities, and related products”,

por Prado et al., 2015, Frontiers in microbiology. 6, 1177.

Composicion microbiana de los granos de kéfir y del kéfir

La comunidad microbiana de los granos de kéfir abarca principalmente una mezcla compleja de
bacterias del acido lactico (BAL), levaduras y bacterias acido acéticas (BAA) lo cual ha permitido
clasificarlas en cuatro grupos: bacterias acido lacticas homofermentativas y heterofermentativas,
levaduras asimiladoras y no asimiladoras de lactosa (Prado et al., 2015). La composicidon compleja de
estas especies microbianas proporciona la sintesis de metabolitos bioactivos, los cuales son esenciales
para el crecimiento del grano y la inhibicidn de microorganismos patégenos o contaminantes

alimentarios (Plessas et al., 2016).
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Las especies microbianas que han sido mas comunmente identificadas en los granos de kéfir son:

e Bacterias acido lacticas (BAL): Lactobacillus brevis, L. paracasei, L. helveticus, L. kefiranofaciens,
L. plantarum, L. kefiri, Lactococcus lactis, Streprotcoccus thermophiles.

e Bacterias acido acéticas (BAA): Acetobacter lovaniensis, Acetobacter orientalis.

e Levaduras: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces unisporus, Candida Kefyr, Kluyveromyces

marxianus, Leuconostoc mesenteroides

Las interacciones simbidticas entre los microorganismos presentes en los granos de kéfir se
evidencian por el aumento de los microorganismos y la biosintesis de la matriz proteica y polisacaridos,
en consecuencia, se da un incremento entre un 5% y un 7% de la biomasa de los granos durante el

proceso de fermentacién (Bengoa et al., 2019).

Magalhdes et al. (2011) indican que en la bebida de leche fermentada con los granos de kéfir las
bacterias acido lacticas son las que predominan en el medio, seguido de las levaduras y de bacterias
Gram negativas del género Acetobacter. Sin embargo, a pesar de que en la bebida kéfirada hay la
presencia de los géneros microbianos presentes en los granos de kéfir, las proporciones de especies
pueden diferir entre el grano y la leche, por ejemplo L. kefiri no es una especie predominante de
Lactobacillus en los granos de kéfir, pero en la bebida fermentada final puede representar el 80 % de
todas las especies de Lactobacillus (Dimidi et al., 2019). En la figura 3 se observa los cambios de la

poblacién bacteriana y levaduras del grano de kéfir y de le leche fermentada.
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Figura 3

Representacion de los cambios en la poblacion bacteriana y de hongos. (A) Granos de kéfir (B). Leche
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Nota. Adaptado de “The Microbiota and Health Promoting Characteristics of the Fermented Beverage

fermentada.
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Kefir.” (p. 3), por Bourrie et al., 2016, Frontiers in microbiology, 7.

La diferencia de la poblacidon microbiana entre el grano de kéfir y la bebida de kéfir esta asociada
a algunos factores que influyen en el proceso de fermentacién como el tiempo, la temperatura, el grado
de agitacion, el tipo de leche, la relacién indculo grano/leche y distribucién de microorganismos (Leite et
al., 2013). Pero también se ven afectadas las propiedades fisico-quimicas, organolépticas y nutricionales

del kéfir.

Preparacion

La preparacién del kéfir se puede llevar a cabo utilizando cualquier tipo de leche, incluida la
leche de vaca, cabra, oveja, camello, bufala e incluso leches de origen vegetal (Bau et al., 2015). La
preparacion de kéfir se puede llevar a cabo mediante el método tradicional o por un proceso industrial.

El método tradicional consiste en colocar directamente los granos de kéfir a la leche fria y pasteurizada,
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se deja incubar de 18 a 24 h a 25 °C, luego de la fermentacidn, los granos se separan de la leche
mediante filtracién con un tamiz estéril, esto pueden conservarse en frio para una préxima inoculacién,
mientras que el kéfir se almacena a 4 °C durante un tiempo y luego esta listo para el consumo (Altay et

al., 2013).

El proceso industrial se puede dar mediante la fermentacion de la leche con cultivos iniciadores
de kéfir liofilizados comerciales, granos de kéfir tradicionales y el producto que queda después de la

eliminacion de los granos de kéfir (Vieira et al., 2021).

Actividad biolégica

El consumo de kéfir se relaciona con una serie de beneficios para la salud incluidas propiedades
fisioldgicas, profilacticas y terapéuticas, esto como resultado de la accién de los microorganismo
probidticos presentes en los granos de kéfir la cual son capaces de producir compuestos bioactivos
durante el proceso de fermentacién (Rosa et al., 2017). Segin Bengoa et al. (2019) las principales

propiedades bioldgicas del kéfir incluyen:

Actividad antimicrobiana

e Supresion de tumores

e Propiedades cicatrizantes,

e Propiedades inmunomoduladoras y antiinflamatorias

e Antiobesidad

e Reduccion del colesterol

e Efectos antioxidantes

e Mejora de la tolerancia a la lactosa, alivio del higado graso y potenciacién de la flora bacteriana

intestinal
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Parte de los compuestos bioactivos del kéfir con los exopolisacaridos (EPS) principalmente el
kefiran, el cual ha demostrado tener efectos inhibitorios de bacterias Gram negativas como
Streptococcus faecalis , Pseudomonas aeruginosa , Salmonella typhi, etc (Blanddn et al., 2016),
efectos anticancerigenos que se han evaluado en lineas celulares (Jenab et al., 2020), capacidad de
modular la microbiota intestinal en modelos in vitro e in vivo (Vieira et al., 2021), y se demostré la
actividad antioxidante in vitro junto con la proteccién de la proteina contra el dafio oxidativo
dependiente de la concentracion (Chen et al., 2015). Entre otros beneficios que destaca el kefiran
estd la reduccién del colesterol sérico total, el colesterol LDL sérico, los triglicéridos séricos, el
colesterol hepatico y los triglicéridos hepaticos (Azizi et al., 2021). Otros beneficios que se ha
estudiado con respecto al kéfir es la disminucio en la presién arterial y en la actividad de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), y la modulacién inmunitaria (Vieira et al., 2021). A pesar de que
existen una gran cantidad de estudios cientificos en torno a los beneficios que puede proporcionar
el kéfir, los cientificos sugieren que se deben realizar més estudios en humanos y con una muestra

representativa para demostrar el efecto del consumo de kéfir.

Productos no lacteos fermentados con granos de kéfir

La elaboracién de kéfir a partir de bebidas no lacteas se da principalmente con los granos de
kéfir de agua, para ello es necesario introducir los granos en una solucién de sacarosa al 8% con frutos
deshidratados como higos o pasas y para mejorar el sabor se puede adicionar rodajas de limédn, la
fermentacion se da durante unos dias y a temperatura ambiente (Gulitz et al., 2011). Varios estudios
indican que los granos de kéfir de agua fermentan exitosamente agua de coco, suero de soya, jugo de
cebolla, jugo de tomate (Penddn et al., 2021), ademas bebidas a base de pulpas de cacao (Puerari et al.,
2012) y chocho (topusiewicz et al., 2020) también han obtenido buenos resultados. Sin embargo, el
principal interés en esta investigacion destaca el uso de granos de kéfir de leche, por lo que Dadkhah et

al. (2011) y Gamba et al. (2020) reportaron la elaboracién exitosa de kéfir de leche de soya usando
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granos de kéfir de leche y hacen énfasis en que la fermentacidn con cultivos mixtos enriquece el
contenido de isoflavonas bioactivas y aumentan la biodisponibilidad mineral en la fermentacién de la
leche de soja. Por otro lado Tangyu et al. (2019) concluye que el uso de cultivos mixtos tiene un gran
potencial para mejorar la calidad nutricional y el perfil sensorial de los materiales vegetales y debido al
enorme progreso en el campo, los estudios de biologia de sistemas cuantitativos de fermentaciones de
cultivos mixtos de alternativas de leche de origen vegetal podrian convertirse en el siguiente nivel de

investigacion para comprender mejor los procesos fisioldgicos, celulares y moleculares subyacentes.

Evaluacién sensorial

La evaluacién sensorial es una ciencia cuantitativa utilizada para evocar, medir, analizar e
interpretar respuestas recopiladas como datos numéricos para establecer relaciones legales y
especificas entre las caracteristicas de un producto y la percepcién humana a través de los sentidos:
vista, olfato, tacto, gusto y oido (Lawless & Heymann, 2010). Este analisis se puede emplear para el
desarrollo de un nuevo producto, para determinar los consumidores objetivos, los competidores del
producto y evaluar nuevas ideas, esto ya que se identifica las caracteristicas sensoriales imperativas que

impulsan la aceptabilidad del producto (Kohyama, 2020).

De manera general, las pruebas sensoriales se clasifican en dos grandes grupos: pruebas analiticas
y pruebas afectivas. Las pruebas analiticas tienen como objetivo evaluar la calidad de un producto, para
ello es necesario la participacion de catadores experimentados capaces de comparar la muestra con un
patron mental de calidad, por otro lado, las pruebas afectivas tienen como objetivo dar a conocer la
aceptacion del producto por parte de los consumidores, para ello requieren grandes grupos de
degustadores no entrenados o grupos representativos de los consumidores con el fin de evitar un sesgo
en los resultados (Severiano-Pérez, 2019). Las pruebas mas utilizadas en la industria de alimentos e

investigacion son las pruebas heddénicas afectivas ya que evallan directamente el agrado y desagrado del
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consumidor, la operacidn basica de estas pruebas es catalogar respuestas limitadas enumeradas junto a
opciones verbales, para ello existe un rango de nimeros que van desde uno a nueve, siendo uno el valor
mas débil o de menor aceptacion “me disgusta mucho”, cinco un valor neutro “no me gusta ni me
disgusta” y nueve el valor mas fuerte o de mayor aceptacion “me gusta mucho” (Lawless & Heymann,

2010).

El analisis sensorial explora nuevas tecnologias para el desarrollo de productos y la comprensidn
del comportamiento del consumidor, razéon por la cual es una herramienta ampliamente utilizada en el

campo de la investigacion.
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Capitulo lll. Materiales y Métodos

Granos de kéfir y activacion

Los granos de kéfir se compraron en la tienda “Artesanias del Mundo” ubicada en la ciudad de
Quito — Ecuador, y se cultivaron en leche de vaca hervida a 25°C durante 20 dias, para garantizar su
capacidad de fermentar el medio. Los medios fueron reemplazados dos veces por semana por medio

nuevo y se lavaron con agua filtrada.

Toma de muestras de leches vegetales

La leche de soya y la leche de almendra se compraron en un supermercado local. Las muestras
de cada leche utilizadas para el proceso de produccién de Kéfir se tomaron de acuerdo con la norma
INEN-ISO 707:2014. Ambas bebidas fueron mezcladas mediante inversion y evitando la formacion de
espuma. Se recogié una muestra total de 1 500 mL de ambas leches en recipientes de vidrio estériles de
dos litros de capacidad, luego a cada leche se agregd 2g/100 mL de sacarosa para aumentar la

concentracién y se agito hasta disolver con una cuchara de madera estéril.

Inoculacidn de los granos de kéfir
Tanto para la elaboracién del kéfir de leche de soya como para el kéfir de leche de almendra se
definié tres tiempos de fermentacion: 18, 24 y 48 horas. Para cada bebida se siguid el siguiente

procedimiento:

Segun lo reportado por Gamba et al. (2020) los granos de kéfir se cultivaron en cada medio a
una concentracion de 10% (p/v), para ello se pesaron 150 gramos de granos de kéfir en una balanzay se
colocé en los respectivos recipientes estériles ya con la leche vegetal, luego se cerré el recipiente y se
conservd a 25°C, hasta cumplir con los tiempos de fermentacién establecidos. Después de la
fermentacion, los granos se separaron por filtracidon con un cernidor y el sobrenadante se designé como

la bebida de kéfir.
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Toma de muestras para el andlisis fisico-quimico, microbiolégico y sensorial

Los analisis fisico-quimicos y microbioldgicos se realizaron 24 horas después de la obtencién de
cada bebida de kéfir, mientras que el analisis sensorial se realizé el mismo dia de la obtencién de las
bebidas. Se designd 500 mL para los andlisis fisico-quimicos, microbioldgicos y sensoriales, las muestras
fueron tomadas de acuerdo a la norma INEN-ISO 707:2014. Las bebidas se almacenaron en recipientes

de vidrio estériles en un refrigerador (1-5°C) para su posterior analisis.

El andlisis fisico-quimico y microbioldgico se realizé en el laboratorio de enzimologia del CICTEC

de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE.

Determinacion del aspecto, color y olor

Para la determinacién del aspecto, color y olor se colocé 60 mL de cada bebida, obtenida
inmediatamente después de la fermentacion, en un recipiente de vidrio limpio y seco, luego se llevé el
recipiente a una zona claray se anotd lo observado. Para el olor se acerco el recipiente hasta la nariz y

rapidamente se anoté lo percibido.

Determinacion de las propiedades fisico-quimicas del kéfir de leche de soya, kéfir de leche de
almendray las leches sin fermentar
pH

Se utilizé un potenciémetro digital (selpHbalance) que fue calibrado con soluciones estandar de
pH 4.0, 7.0 y 10.0 antes de su uso, la muestra se colocd en un vaso de precipitacién de 250 mLy se

realizo la lectura del pH. Los datos se recogieron una vez que el equipo se estabilizara.

Densidad
La densidad se determind por el método gravimétrico empleando el procedimiento establecido
por la norma INEN 391:2012. Para ello se utilizé un picndmetro de 25 mL de capacidad y una balanza

analitica. El picndmetro se lavd varias veces con agua corriente, luego con agua destilada y finalmente
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con etanol antes de cada uso. Inicialmente se pesé el picndmetro vacio, luego se llend el picnémetro con
agua destilada hasta la marca respectiva evitando la formacién de burbujas de aire, se colocd la tapa y
se peso, finalmente se realizé el mismo procedimiento, pero llenando el picndmetro con la muestra a

analizar. Para el calculo de la densidad se utilizé la siguiente expresion:

. , mz —my
densidad relativa (g/mL) = ——

Donde:
m;: masa del picnédmetro vacio (g)
m;: masa del picnémetro con agua (g)

m3: masa del picndmetro con la muestra (g)

Azicar total
Para la obtencién del azucar total se midio los grados Brixs de las muestras mediante el uso de un
refractometro de Abbe. El porcentaje de azlcar total se expresé en gramos de azucar por 100 mL de

muestra mediante la siguiente conversion:
1 °Bx = 1% de contenido de azucar en 100 gramos de solucién 0 0,1 L.

Acidez titulable

El contenido de acido lactico se determind mediante una titulacién siguiendo el procedimiento
establecido por la norma INEN 13:1984. Como primer paso, se colocd 10 mL de muestra en un matraz
Erlenmeyer de 100 mL, en cada muestra se agrego tres gotas de fenolftaleina 1% y se dejo caer gota a

gota NaOH 0,1N (agente titulante) a través de la bureta y con agitacidn constante. La titulacion se
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detuvo cuando se evidencidé un ligero cambio de color hacia rosado que se mantuvo constante por lo
menos 30 segundos después de agitar la bebida. Para determinar el contenido de acido lactico se utilizé

la siguiente expresion:

VxN
A =0,090 ———x 100
myq m

Siendo:

A: Acidez titulable, en porcentaje en masa de acido lactico

V: Volumen de la soluciéon de NaOH 0,1 N empleado en la titulacidn (mL)
N: Normalidad de la solucién de NaOH

m: Masa del matraz Erlenmeyer vacio (g)

my: masa del matraz Erlenmeyer con la muestra (g)
El resultado se expresd en miligramos de acido lactico por 100 mL de muestra.
Analisis microbioldgico
Tincion Gram

Se tomaron muestras del kéfir de leche de soya y del kéfir de leche de almendra a los diferentes
tiempos de fermentacidn y se sometieron a una tincién Gram. Para ello se colocé una gota de cada
muestra en un portaobjetos y se la fijo pasando la placa por el mechero, posteriormente se agregaron

los colorantes en el siguiente orden y tiempos:

1. Cristal violeta, 1 minuto
2. Lugol, 1 minuto
3. Decolorante 15 segundos

4, Safranina, 1 minuto
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Las muestras fueron enjuagadas con agua destilada luego de colocar los colorantes, para
eliminar el exceso. Las colonias obtenidas en los diferentes medios de cultivo también se sometieron a

una tincion Gram.

Recuento microbiano

Procedimiento para diluciones. Las diluciones se realizaron de acuerdo con el procedimiento
establecido por la norma INEN 1529-2. El diluyente utilizado fue agua destilada, la suspensién inicial o
dilucién primaria (10 se realizé transfiriendo 10 mL de muestra a un frasco con 90 mL de diluyente
seguido de agitacién al frasco para homogenizar todo el contenido. Para las diluciones seriadas se tomé
1 mL de la suspensidn inicial y se colocd en un tubo estéril con 9 mL de diluyente, el tubo se agitd hasta

asegurarse que la muestra este homogénea. El procedimiento se repitid hasta la dilucién 10°.

Recuento de microorganismos acido lacticos, mohos y levaduras y coliformes totales. Se utilizd
medio MRS (Man-Rogosa-Sharpe) para el recuento de bacterias acido lacticas, PDA (Agar Dextrosa y
Papa) para el recuento de hongos y levaduras y MKL (Agar MacConkey) para el control de calidad de

Coliformes totales.

Método de siembra por extension en placa. Se siguié el procedimiento establecido por la
norma INEN 1529-5:2006. En una placa de agar previamente fundido y rotulada, se colocé 0,1 mL de
cada una de las diluciones decimales, iniciando por la dilucion de menor concentracion, luego el indculo
se mezcld con una aza de Drigalski y se esperd a que la muestra se absorba en el agar para invertir la
placa e incubarla. Las muestras sembradas en placas MRS se incubaron durante 72 h, las placas PDA
durante 48 h y las placas MKL durante 24 h. Pasado el tiempo de incubacidn se seleccioné las placas que

presentaron de 30 — 300 colonias. Para hallar el nimero de UFC/ mL se utilizé la siguiente expresion:

Factor de dilucion

UFC/mL = #Coloni
fm oronias x Volumen de inoculaciéon
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Evaluacién de las propiedades sensoriales
Evaluadores

La encuesta se realizd a un grupo de 20 evaluadores no experimentados mayores de 18 afios,
hombres y mujeres, del sector San Antonio de Pichincha y Sangolqui. Se sirvieron aproximadamente 25
mL de cada bebida de kéfir en vasos de plastico transparente de 60 mL de capacidad, la evaluacién se
llevé a cabo bajo una iluminacion adecuada. Los evaluadores recibieron agua para enjuagarse la boca

entre las pruebas.

Atributos sensoriales
Los atributos sensoriales a evaluar fueron color, olor, textura, sabor y acidez, utilizando una
escala heddnica de 5 puntos (Tabla 3), siendo 1 el nivel de maximo disgusto o rechazo, 3 el nivel medio

neutro y 5 el maximo nivel de gusto o aceptabilidad.

La encuesta para la evaluacién de los atributos sensoriales se realizé en 3 tiempos, de acuerdo a

como se obtenian las bebidas, por medio de la plataforma digital Google forms.

Tabla 3

Escala heddnica para la evaluacion de los atributos sensoriales.

Puntaje Escala de medicion
5 Me gusta mucho
4 Me gusta moderadamente
3 No me gusta ni me disgusta
2 Me disgusta moderadamente
1 Me disgusta mucho
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Analisis estadistico

Los resultados de los ensayos para la caracterizacién fisico-quimica y microbioldgica se
presentan como media, la toma de datos para los ensayos fisico-quimicos se realizaron al menos por
quintuplicado, mientras que los ensayos microbioldgicos se realizaron al menos por duplicado. El andlisis
de los datos y las comparaciones entre réplicas en cada grupo se realizaron mediante la prueba de
Duncan al 0,05 de significancia en el software InfoStat. Para el andlisis de las propiedades sensoriales se
utilizé el software R Studio e InfoStat, ademas se realizé una prueba Duncan al 0,05 de significancia para
comparar las medias para cada atributo a los diferentes tiempos y se realizé una prueba de

independencia de Chi-cuadrado Pearson.



Capitulo IV. Resultados

Andlisis fisico-quimico

Apariencia, color, olor

El aspecto, color y olor del kéfir de leche de soya y del kéfir de leche de almendra fermentado a las 18,

24 y 48 horas presentaron las mismas caracteristicas descritas en la Tabla 4.

Tabla 4

Descripcidn del aspecto, color y olor del kéfir de leche de soya y del kéfir de leche de almendra

fermentado a 18, 24 y 48 horas.

42

Aspecto Color Olor
Liquido cremoso,
Kéfir de leche de Caracteristico de la
homogéneo y libre de Blanquecino

soya
grumos

soya fermentada

Kéfir de leche de Sustancia coloidal, con

almendra separacion de fases

Sedimento: Blanquecino
Caracteristico de

bebida acidificada

Sobrenadante:

Ligeramente blanquecino

pH y contenido de dcido lactico

La fermentacion de la leche de soya y leche de almendra resulto en una disminucion del pH

conforme aumentaba el tiempo de fermentacion (Figura 4A). Para ambos casos, los analisis indican que

hubo diferencia estadisticamente significativa (valor-p < 0.05) entre el valor del pH de las leches sin

fermentar y los valores del kéfir a las 18, 24 y 48 h (Tabla 5), sin embargo, en el kéfir de leche de soya se

observa que entre los valores de pH a las 18 y 24 h no hubo diferencia estadisticamente significativa

(valor-p > 0,05), mientras que para el kéfir de leche de almendra todos los valores de pH son

significativamente diferentes.
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La disminucidn del pH se asocia con el aumento de la acidez titulable que es equivalente al
contenido de 4cido lactico en el medio. En la Figura 4B se observa que tanto en el kéfir de leche de soya
como en el kéfir de leche almendra hubo un aumento significativo (valor-p < 0,05) del contenido de
acido lactico después de la fermentacién a 18, 24 y 48 h, adicionalmente para ambos casos, todos los

valores del contenido de acido lactico mostraron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 5).

Figura 4

Comportamiento del pH y contenido de dcido de ldctico en el kéfir de leche de soya y el kéfir de leche de

almendra a las Oh, 18h, 24h y 48h de fermentacion. (A) pH. (B) Contenido de dcido ldctico.
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Densidad y azucar total

Los grados Brixs (°Brix) tienen una relacién directa con la densidad, a mayor °Brix hay una mayor
densidad, en este caso la fermentacién de la leche de soya y de la leche de almendra resulté en una
disminucién de los °Brix (expresado como porcentaje de azucar total) y de la densidad conforme

aumentaba el tiempo de fermentacion (Figura 5).
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La Tabla 5 indica que para ambos casos hay diferencia estadisticamente significativa entre el
valor de la densidad de las leches sin fermentar y las leches fermentadas a las 18, 24 y 48 horas (valor-p
< 0,05), sin embargo, entre los valores a las 18 y 24 horas del kéfir de leche de soya no se encontrd

diferencia estadisticamente significativa, al igual que entre los valores de 24 y 48 horas del kéfir de leche

de almendra.
Figura 5

Comportamiento de la densidad y azucar total en el kéfir de leche de soya y el kéfir de leche de almendra

a las Oh, 18h, 24h y 48h de fermentacidn. (A) Densidad y (B) Aztcar total.
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Los valores de azlcar total mostraron diferencia estadisticamente significativa (valor-p < 0,05)
entre el valor de azlcar total de las leches sin fermentar y los valores del kéfir a las 18, 24 y 48 h (Tabla
5). Sin embargo, para el kéfir de leche de soya los valores de azlcar total a las 18 y 24 h junto con los

valores de azucar total a las 24 y 48 h no mostraron diferencia estadisticamente significativa (Valor-p >
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0,05), mientras que en el kéfir de leche de almendra, todos los valores de azucar total son

significativamente diferentes.

En la Tabla 5 se resumen los valores de los parametros fisico-quimicos analizados tanto para las
leches sin fermentar y para las muestras del kéfir de leche de soya y del kéfir de leche de almendra

elaborado a diferentes tiempos de fermentacion (18 h, 24 hy 48 h).

Tabla 5

Caracteristicas fisico-quimicas de las muestras del kéfir de leche de soya y del kéfir de leche de almendra.

Kéfir de leche de soya Kéfir de leche de almendra
Tiempo de fermentacion Leche de Tiempo de fermentacion
Leche de
Parametro almendra
soya sin
18 h 24 h 48 h sin 18h 24 h 48 h
fermentar
fermentar
pH 6.78? 4.19° 4.17° 3.71° 7.152 4.17° 4.05¢ 3.58¢
Densidad
1.02? 1.009° 1.008° 1.005¢ 1.016° 1.011° 1.007¢ 1.006¢
(g/mL)
Azucar total
5.5 2.08° 1.830¢ 1.75¢ 4.83? 2.5° 1.5¢ 1.25¢
(%)
Contenido de
acido lactico 106.62° 578.14°  689.27°  1019.63¢ 30.03? 567.63*  707.29°  795.13¢

(mg/100mL)

Nota. Los valores en la misma fila mostrados con letras iguales no son significativamente diferentes (valor-

p > 0,05), tanto para el kéfir de leche de soya como el kéfir de leche de almendra. Ver Anexo 2.1.

La diferencia significativa que se observa entre los valores obtenidos a los tres tiempos de
fermentacidn, para cada parametro fisico-quimico analizado, se debe a la actividad metabdlica de los

microorganismos presentes en ambas bebidas fermentadas.
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Andlisis microbioldgico

La tincidn Gram realizada a las muestras de kéfir de leche de soya y de kéfir de leche indico la
presencia de bacilos, cocobacilos y cocos Gram positivos agrupados en pares o cadenas cortas, en ambas
bebidas, la presencia de estos microorganismos se confirmé mediante otra tincién Gram realizada a las

colonias presentes en los medios MRS y PDA. Estos resultados se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6

Caracterizacion microscépica y macroscdpica de las muestras de kéfir de leche de soya y del kéfir de leche

de almendra.

Identificacion Morfologia Identificacion Morfologia Identificacion
microscdpica de las de colonias microscépica de microscépica
muestras de kéfir colonias
Microorganismos  Tincion Medio MRS  Microorganismos Tincion . Microorganismos  Tincién
Medio PDA
observados Gram observados Gram observados
Colonias Bacilos largos y
Bacilos Gram* blancasy cortos Gram*
amarillas,
lisas, Colonias
Cocobacilos Gram® | circulares de Cocobalicos Gram* blancas Levaduras Moradas
margen circulares, ovoides y
entero cremosas y circulares
Cocos Gram* Bacilos largos Gram* de borde
Colonias entero
Levaduras blanquecinas Gram*
Moradas rugosas e Cocos
irregulares

Nota. Los resultados que se presentan corresponden a lo observado en el kéfir de leche de soya y kéfir de

leche de almendra. Ver Anexo 3.1.

La Tabla 7 indica los recuentos viables para el kéfir de leche de soya y el kéfir de leche de
almendra a los diferentes tiempos de fermentacién, en ambos casos se alcanzaron recuentos viables de
al menos 107 UFC/mL tanto para las BAL como para los hongos y levaduras, mientras que no hubo

crecimiento de Coliformes totales en ninguna muestra de kéfir.
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Tabla 7

Recuentos viables para el kéfir de leche de soya y el kéfir de leche de almendra.

Recuentos viables (UFC/mL)

Kéfir de leche de soya Kéfir de leche de almendra
Poblacion
Medio microbiana 18 h 24h 48 h 18 h 24h 48 h
Bacterias acido
MRS lacticas 1,57x10’  4,90x10”  7,60x10’  3,01x10”  1,28x10°  3,60x10’
Hongos y 7 7 7 7 7 7
PDA levaduras 1,26x10 6,60x10 8,70x10 1,60x10 1,32x10 2,42x10
Coliformes
MKL totales 0 0 0 0 0 0

Nota. Los recuentos viables se realizaron a las placas que presentaban de 30 a 300 UFC. Ver Anexo 3.2.

Las UFC/mL obtenidas en el recuento del kéfir de leche de soya y del kéfir de leche de almendra
se compararon con lo establecido en la norma INEN 2395 para leches fermentadas, los resultados se
muestran en la Tabla 8. Para ambos casos se observa que tanto la cantidad de microorganismos
especificos como los requisitos microbiolégicos en la leche fermentada sin tratamiento térmico
posterior a la fermentacidn estdn por encima del requisito minimo establecido para los productos de

kéfir, por lo que cumplen con los criterios de calidad.
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Tabla 8

Criterios de calidad del kéfir de leche de soya y del kéfir de leche de almendra para el cumplimiento de los

requisitos microbioldgicos establecidos por la norma ecuatoriana NTE INEN 2395 para leches fermentadas.

Cantidad de microorganismos especificos en la leche fermentada sin tratamiento térmico posterior

a la fermentacion

Requisit Recuentos viables del kéfir de leche Recuentos viables del kéfir de leche de

Parametro o de soya (UFC/mL) almendra (UFC/mL)
minimo 18 h 24 h 48 h 18 h 24 h 48 h
Suma de
microorganis
mos que . 2,83x10 1,15x10  1,63x10 4,61x10  3,12x10 S
comprenden 10 UFC/g , . . Cumple , , 6,02x10”  Cumple
el cultivo
definido para
cada producto
1,57x10 4,90x10  7,60x10 3,01x10 1,80x10 Cumple
Bacterias 10°UFC/g
S 7 7 7 Cumple 7 7 3,60x107
probidticas
1,26x10  6,60x10  8,70x10 1,60x10 1,32x10 Cumple
104 UFC/g
Levaduras 7 7 7 Cumple 7 7 2,42x107

Requisitos microbioldgicos en la leche fermentada sin tratamiento térmico posterior a la

fermentacion

. .. Recuentos viables del kéfir de leche  Recuentos viables del kéfir de leche de
Parametro Requisito

de soya (UFC/mL) almendra (UFC/mL)
m M 18 h 24 h 48 h 18 h 24 h 48 h
Coliformes
totales 10 100 0 0 0 Cumple 0 0 0 Cumple
(UFC/g)

Evaluacién sensorial

Los atributos sensoriales del kéfir de leche de soya y del kéfir de leche de almendra fueron
evaluados mediante apariencia y olfato-gustativa. Para la apariencia se evalud el color y textura,
mientras que las caracteristicas olfato-gustativas fueron evaluadas a través del olor, sabor y la acidez. En
la Figura 6 se observa la dispersién de las puntuaciones medias para el atributo acidez (Figura 6A) y para
el atributo color (Figura 6B) para ambas bebidas y a los tres tiempos de fermentacion. Para la acidez se

observa que el rango de puntuaciones es mas grande para todos los casos a excepcion del kéfir de leche



49

de almendra a las 24 horas en la que se observa rangos mds pequefios, mientras que para el color en
todos los casos se observan rangos mas pequeiios. Para ambos atributos en el kéfir de leche de
almendra a las 24 horas se observan datos atipicos. Los diagramas de los demas atributos se muestran

en el Anexo 4.1.

Figura 6

Diagrama de cajas para la evaluacion de los atributos (A) acidez y (B) color, del kéfir de leche de soya y el

kéfir de leche de almendra fermentado a las 18h, 24h y 48h.

(A) (B)

Puntuacidn Acidez
w
I
L
Puntuacidn - Color

Almendra Soya Almendra Soya
Tipo de kéfir Tipo de kéfir

|D Acidez-180 [ ] Acidez-24n [ | Acidez-48h ||:| Color-13h |:| Color-24h |:| Culur—48h|

Las puntuaciones medias para cada uno de los atributos evaluados en ambas bebidas se
presentan en un diagrama de arafia que ademas indica de forma visual las diferencias entre las

puntuaciones de las bebidas fermentadas a las 18h, 24h y 48h para cada atributo.
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Figura 7

Diagrama de arafia de la evaluacion de los atributos sensoriales del (A) kéfir de leche de soya y (B) kéfir

de leche de almendra, fermentados a 18 h, 24 hy 48 h.

(A) (B)

Color

Color

Olar Acidez

Olaor Acidez

Textura Sabor Textura Sabor

Nota. Kéfir_LS: kéfir de leche de soya. Kéfir_LA: kéfir de leche de almendra

En la Figura 7A se muestra que para el kéfir de leche de soya los atributos color, olor y textura a
las 18, 24 y 48 horas tuvieron las puntuaciones medias mas altas (> 4), adicionalmente no se encontrd
diferencia estadisticamente significativa entre los valores de estos atributos a las 18, 24 y 48 horas
(Tabla 9). Por otro, para el atributo sabor se observan puntuaciones mas bajas, siendo el kéfir de leche
de soya a las 48h el valor mas bajo, sin embargo, estos valores resultan que no son estadisticamente
diferentes (valor-p > 0,05), a diferencia del atributo acidez la cual si muestra diferencia estadisticamente
significativa (valor-p > 0,05) entre el kéfir de leche de soya fermentado hasta las 18h y el kéfir de leche

de soya fermentado hasta las 24h.
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La Figura 7B correspondiente al kéfir de leche de almendra indica que, para la bebida de 18
horas, todos los atributos a excepcidn del color tuvieron puntuaciones bajas, por otro lado, para las
bebidas a las 24 y 48 horas los atributos con mayor puntaje medio fueron el olor, sabor y la acidez, pero
para el color y la textura para la bebida de 24 horas estos fueron mds bajos en comparacién con los
puntajes de la bebida a las 48 horas. Sin embargo, la Tabla 9 indica que para las puntuaciones medias de
los atributos olor, textura y acidez del kéfir de leche de almendra a las 18h, 24h y 48h no existen
diferencias que sean estadisticamente significativas, y que solo existen diferencias estadisticamente

significativas para los atributos color y sabor.

Tabla 9

Puntuaciones medias de los atributos sensoriales evaluados.

Kéfir de leche de soya Kéfir de leche de almendra
Atributos 18 h 24h 48 h 18 h 24 h 48 h
Color 4.72 472 472 4.25%b 3.85¢ 4.45P
Olor 4.42 4.252 4.252 3.45° 3.85¢ 3.9°
Textura 4.32 4.2° 4.25° 3.45° 3.7° 4.0°
Sabor 3.552 3.7° 3.152 3.052 4.0° 3.95°
Acidez 3.952 3.5%b 3.05° 3.4 4.05° 4.0
Media 4.182 4.07° 3.882 3.522 3.892b 4.06°

Nota. Los valores en la misma fila mostrados con letras iguales no son significativamente diferentes (valor-

p > 0,05), tanto para el kéfir de leche de soya como el kéfir de leche de almendra. Ver Anexo 4.2.

En cuanto a la aceptacién general, en la Tabla 9 se muestra que en el kéfir de leche de soya no
hubo diferencias estadisticamente significativa entre las puntuaciones generales medias de las bebidas
fermentadas a las 18, 24 y 48 horas, mientras que para el kéfir de leche de almendras, hubo diferencias

estadisticamente significativa entre el kéfir fermentado a las 18 horas y el kéfir fermentado a las 48
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horas, lo cual establece que la bebida con mayor aceptacion es el kéfir de leche de almendra
fermentado hasta las 48 horas, con una puntuacién general media de 4.06. Por otro lado, en las Figuras
8y 9 se observa que, para el kéfir de leche de soya fermentado hasta las 18 horas y el kéfir de leche de
almendra fermentado hasta las 48 horas, los diagramas de caja presentan rangos menores lo que indica
gue las puntuaciones se encuentran entre 3 y 5 para todos los atributos evaluados, por lo que las

respuestas son mas homogéneas para estos casos.

Figura 8

Diagrama de cajas para las puntuaciones de los atributos sensoriales del kéfir de leche de soya fermentado

alas 18h, 24h y 48h.
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Figura 9

Diagrama de cajas para las puntuaciones de los atributos sensoriales del kéfir de leche de almendra

fermentado a las 18h, 24h y 48h.
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Adicionalmente se realizé una prueba de independencia de Chi-cuadrado para determinar si los
puntajes de los atributos dependen o no del tiempo de fermentacién, para eso se establecié lo

siguiente:

Ho: Las puntuaciones de los atributos sensoriales del kéfir de leche de soya y del kéfir de leche de

almendra son independientes del tiempo de fermentacion.

Hi: Las puntuaciones de los atributos sensoriales del kéfir de leche de soya y del kéfir de leche de almendra

son dependientes del tiempo de fermentacién.

La tabla 10 indica que, tanto para el kéfir de leche de soya como para el kéfir de leche de
almendra, las puntuaciones o aceptabilidad general de ambas bebidas son independientes del tiempo

de fermentacion.



54

Tabla 10

Prueba de independencia de Chi-cuadrado Pearson de los atributos sensoriales evaluados para el kéfir de

leche de soya y el kéfir de leche de almendra.

Kéfir de leche de soya Kéfir de leche de almendra
Chi-cuadrado Chi-cuadrado
Atributo Valor-P  Conclusion Valor-P  Conclusion
Pearson Pearson
Se acepta Se acepta
Color 0.00 >0.999 0.89 0.6400
Ho Ho
Se acepta Se acepta
Olor 0.07 0.9657 0.65 0.7219
Ho HO
Se acepta Se acepta
Textura 0.02 0.9883 0.82 0.6649
Ho Ho
Se acepta Se acepta
Sabor 0.93 0.6273 3.12 0.2103
Ho Ho
Se acepta Se acepta
Acidez 2.31 0.3144 1.37 0.5038
Ho Ho

Finalmente se establecié intervalos de confianza (Anexo 4.3) para determinar la aceptabilidad
general, en el caso del kéfir de leche de soya se obtuvo que la aceptabilidad general media se encuentra
entre (3.74 - 4.34), mientras que para el kéfir de leche de almendra se encuentra entre (3.62 — 4.02), por
lo que en ambas bebidas tuvieron un nivel de aceptacién medio sin rechazo extremo, segun la escala

hedodnica.
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Capitulo V. Discusién

Los cambios que se presentan en la composicién de la leche de soya y la leche de almendra se
deben al crecimiento y actividad de los microorganismos provenientes de los granos de kéfir en ambos
medios. La produccién de 4cido en el kéfir depende del crecimiento de dichos microorganismos y su
capacidad para fermentar los carbohidratos presentes en el medio, en la leche de soya los principales
carbohidratos presentes son la sacarosa, la rafinosa y la estaquiosa (Dadkhah et al., 2011), mientras que
en la leche de almendra son la sacarosa, rafinosa y glucosa (Barreca et al., 2020). En las bebidas no
lacteas, los microorganismos de los granos de kéfir consumen principalmente sacarosa para el proceso
de fermentacidn (Zhao & Shah, 2014), lo que da como resultado un incremento en el contenido de acido
lactico y una disminucién de los valores de pH del medio fermentado, tal como se muestra en la Figura
4. Por otro lado, los °Brix (expresado como porcentaje de azlcar total) representan los sélidos solubles o
azucares presentes en el medio (Magwaza & Opara, 2015), estos al ser consumidos por las bacterias y
levaduras durante el proceso de fermentacion hacen que las bebidas sean mas fluidas generando asi
una disminucién de la densidad (Figura 5A) y a su vez resulta en una disminucién del azucar total (Figura
5B). El tiempo de fermentacion es otro de los parametros que influye en las propiedades del kéfir ya que
un tiempo de fermentacién mas largo significa mas tiempo disponible para que los microorganismos
actuen (Suriasih et al., 2020), es por eso que se observan diferencias significativas entre los valores de
las bebidas fermentadas a las 18, 24 y 48 horas para la mayoria de los parametros fisico-quimicos

analizados (Tabla 5).

El valor de pH y de 4cido lactico del kéfir de leche de soya a las 24 horas de fermentacién es de
4.14 y 689.27 mg/100 mL respectivamente, lo cual se asemeja a lo reportado por Gamba et al. (2020)
con un pH de 4.40 + 0.05 y contenido de 4cido lactico de 697.7 + 15.6 mg/100 mL para un kéfir de leche

de soya elaborado a un 10% (p/v), sin embargo, el contenido de azlcar total obtenido en este estudio es
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de 1.83% mientras que en el estudio de Gamba es de 0.87%, esta diferencia puede ser por la adicién de
2g/100mL de sacarosa que se realizé a las muestras de leches antes de la fermentacidn, esto con el fin
de mejorar el crecimiento y acidificacion de los granos de kéfir (Dadkhah et al., 2011). Por otro lado, no
existen reportes de leche de almendra fermentada con cultivo de kéfir, sin embargo se ha reportado la
elaboracion de bebidas funcionales de almendra mediante la adicidn de cultivo de BAL al 1% (v/v), en
donde se ha llegado a un pH de 4,7 (Wansutha et al., 2018) y 4.65 (Bernat et al., 2014) a las 24 horas de
fermentacion, la diferencia entre estos valores de pH y lo obtenido en este estudio (pH 4.05 para el kéfir
elaborado a las 24 horas,) es por la diferencia de la poblacién microbiana y la cantidad que se afiadio al
medio, ademas Leite et al. (2013) menciona que en el kéfir realizado tradicionalmente la proporcién de

grano/leche afecta el pH, la viscosidad, el perfil microbiolégico del producto final, y otros parametros.

Varias investigaciones sugieren que el pH del kéfir se mantenga en un valor de4 a5y con un
maximo de 1g/100 mL de acido lactico ya que valores menores de pH genera la acumulaciéon de acido en
la leche lo que puede resultar en un sabor desagradable y en la disminucién de los microorganismos
probidticos (Bau et al., 2015). En este estudio, los valores de pH para el kéfir de leche de soya vy el kéfir
de leche de almendra se mantienen en dicho rango, a excepcién de las bebidas elaboradas a 48 horas
gue presentan valores de 3.71 y 3.58 respectivamente. En cuanto al contenido de acido lactico, se
observa que los valores obtenidos permanecen menores o iguales a 1, en ambas bebidas por lo que

cumplen con este dato.

La fermentacidn de le leche de almendra también dio como resultado cambios en la apariencia y
estructura fisica de la bebida, esto se puede explicar por la desnaturalizacién de las proteinas de la
almendra a causa de la accidn de los microorganismos y segun Bernat et al. (2014) eso sucede porque
las proteinas presentes en las almendras no muestran una adecuada propiedad de emulsificar los

glébulos de grasa en bebidas elaboradas a partir de almendra, por otro lado, Delgadillo (2019) en su
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estudio de elaboracién de un producto fermentado a base de leche de almendras y un cultivo probidtico
indica que se dio la formacién de una red tridimensional de agregados de proteina de almendra en
respuesta a la disminucién del pH por la formacién de acido lactico, ademas indica que se dio una
reduccion de °Brix y de la densidad de la bebida, por lo que estos resultados coinciden con lo obtenido

en este estudio para el kéfir de leche de almendra.

De acuerdo con la caracterizacidon microbioldgica realizada a nivel micro y macroscoépico (Tabla
6), se presume la presencia de tres géneros bacterianos: Lactobacillus, Lactococcus y Streptococcus
tanto en el kéfir de leche de soya como en el kéfir de leche de almendra, lo cual segiin Bourrie et al.
(2016) dichos géneros junto con Leuconostoc son los que predominan en el kéfir de leche de vaca. En
cuanto a los recuentos, para el kéfir de leche de soya a las 24 horas se obtuvo 4,90x10” UFC/mL de BALy
6,60x107 UFC/mL de hongos y levaduras, mientras que en los recuentos obtenidos por Gamba et al.
(2020) se obtuvo 10° UFC/mL de LAB y 10* UFC/mL de levaduras, a su vez Suriasih et al. (2020)
menciona que un alargamiento de los periodos de incubacion de 24 a 48 y 72 horas reduce
significativamente los recuentos de levaduras en el kéfir debido a la caida del pH del medio, sin embargo
en este estudio no se observaron recuentos mas bajos de levaduras sino que se observd recuentos de al
menos 107 UFC/mL tanto para las BAL como para los hongos y levaduras en ambas bebidas y a los
diferentes tiempos de fermentacion, estas diferencias observadas pueden deberse al origen y calidad de
las leches vegetales (Ziarno & Cichoriska, 2021), a las condiciones de incubacidn o por errores cometidos
en la técnica empleada para el recuento. Sin embargo, segun la FAO (2006) para que un alimento sea
considera como probidtico debe contar con > 10° — 108 UFC/g o > 108 — 10'° UFC/dosis de células viables,
por lo en este estudio tanto el kéfir de leche de soya como el kéfir de leche de almendra elaborado a las
18, 24 y 48 horas de fermentacién cumplen con este requisito (Tabla 7), ademds de cumplir con los
criterios de calidad establecidos por la norma INEN 2395 para leches fermentadas lo cual lo hace apto

para el consumo. Para ambas bebidas de kéfir, tanto la presencia de los microorganismos probidticos
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como las diferencias en las propiedades fisico-quimicas indican que la leche de soya y la leche de
almendra son sustratos adecuados para la fermentacién con granos de kéfir, ademads ya se ha informado
de que existe una alta capacidad de supervivencia de la microflora del kéfir en bebidas de origen vegetal

(Lopusiewicz et al., 2020).

En cuanto al andlisis sensorial, los productos generados por el metabolismo de los
microorganismos influyen en los atributos de las bebidas, por ejemplo, el 4cido lactico y el etanol alteran
las caracteristicas organolépticas, el acetaldehido y diacetilo contribuyen con el aroma del producto, los

polisacaridos contribuyen con la textura y cremosidad (Santos & Vega, 2012).

Uno de los atributos mas importantes para determinar la probabilidad de éxito de un producto
en el mercado es el sabor (Castro et al., 2016), que en este caso se relaciona directamente con la acidez
la cual es proporcionada por la presencia de acidos orgdnicos en el medio y de acuerdo a lo obtenido en
este estudio, existe un aumento de acido lactico a medida aumenta el tiempo de fermentacién, lo cual
podria influir en el sabor del kéfir (Kesika et al., 2022), sin embargo se determind mediante una prueba
de independencia de Chi-cuadrado que la aceptabilidad general de ambas bebidas son independientes
del tiempo de fermentacion. Tangyu et al. (2019) menciona que la fermentacion puede mejorar el perfil
sensorial de las bebidas de origen vegetal, como resultado de sabores volatiles deseables y una
disminucion a sabores de frijoles debido a la privacidn de n-hexanal y n-hexanol, lo que explica la
aceptacion de ambas bebidas sin un rechazo extremo por parte de los evaluadores. No obstante, se
necesitan mas estudios para mejorar los puntajes de los atributos ambas bebidas y definir un tiempo

ideal de fermentacidn para su consumo.
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Capitulo VI. Conclusiones

La fermentacién con granos de kéfir en la leche de soya y en la leche de almendra a las 18, 24y
48 horas, cambio la apariencia, color y olor de las leches vegetales y resulto en un aumento
estadisticamente significativo del contenido de acido lactico y una disminucién estadisticamente
significativa del pH, azucar total y densidad.

Tanto en el kéfir de leche de soya como en el kéfir de leche de almendra se identificd la
presencia de bacterias dcido lacticas y levaduras que generaron recuentos de al menos 10’
UFC/mL y que cumplen con los criterios de calidad establecidos por la norma ecuatoriana NTE
INEN 2395 para leches fermentada, por lo que son aptas para el consumo humano.

El andlisis de las propiedades sensoriales indicd que, para el kéfir de leche de soya no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre las puntuaciones generales medias de los
atributos evaluados a las 18, 24y 48 horas de fermentacion, por otro lado, se determiné que el
kéfir de leche de almendra fermentado hasta las 48 horas fue el mas aceptado por parte de los
evaluadores, con una puntuacién general media de 4.06 en una escala heddnica de 5 puntos.

La Prueba de independencia de Chi-cuadrado Pearson indicé que las puntuaciones eran
independientes del tiempo de fermentacion, ademas se determind que la aceptabilidad general
del kéfir de leche de soya y del kéfir de leche de almendra se encontro entre (3.74 - 4.34) y (3.62
—4.02) respectivamente, lo que se traduce segln la escala heddnica de 5 puntos como una

aceptacion media sin rechazo extremo.
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Capitulo VII. Recomendaciones

Realizar una comparacién entre el comportamiento de los parametros fisico-quimicos,
microbioldgicos y sensoriales de las bebidas y la variacién de la concentracion de indculo/granos
de kéfir a afiadir.

Emplear el uso de leches vegetales caseras o realizadas de forma tradicional para la elaboracién
del kéfir.

Analizar otros pardmetros quimicos como el contenido de otros acidos organicos, azucares y el
contenido proteico del kéfir de leche de soya y del kéfir de leche de almendra.

Utilizar medios diferenciales para el recuento de bacterias acido acéticas.

Realizar pruebas inhibitorias de bacterias patdgenas para determinar si el kéfir de leche de soya
y el kéfir de leche de almendra tienen efectos antibacterianos.

Seleccionar un numero mas amplio de evaluadores para el analisis sensorial.
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