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Resumen

Se han utilizado granos de kéfir en investigacién con finalidad tecnoldgica; sin
embargo, se pretende buscar una manera de poder conservarlos fuera de su
medio lacteo convencional y utilizar diferentes sistemas de fermentacién por lo que
se pretende dar respuesta a este comportamiento. Por lo tanto, en este estudio se
investigd el crecimiento de biomasa del grano de kéfir a partir de dos sustratos
lacteos en diferentes porcentajes de grasa que permitieron distinguir mediante

cinéticas de crecimiento el de mayor eficacia.

En el disefio de experimentos se utilizaron dos variables cualitativas, utilizando dos
diferentes sustratos lacteos, un sustrato graso con leche entera pasteurizada
(marca comercial Lala) con un porcentaje de grasa de 3% y un sustrato bajo en
grasa con leche (marca comercial Svelty) con un porcentaje de grasa de 1%, en
los cuales fueron colocados diferentes porcentajes de inoculo. Los sustratos
inoculados fueron almacenados y se realizaron cinéticas de crecimiento a
diferentes concentraciones (2, 5 y 10%) a temperatura ambiente de

aproximadamente 22 a 30°C.

La fermentacion se llevd a cabo durante 10 dias, haciendo cambios del medio cada
24 h y midiendo, en cada cambio, el aumento de biomasa, las mediciones de pH y
°Brix se realizaban cada 12 h a excepcion de 1 dia cuyas mediciones se realizaban
cada 4 h.

Los resultados obtenidos para ambos sustratos, la cinética del 2% presento un
efecto mayor de produccidon de biomasa, seguido de la concentracién de 5%
dejando al 10% con un menor incremento durante los 10 dias que duré el estudio,
en el sustrato graso se obtuvieron porcentajes de incrementos maximos y minimos
de biomasa de 473% y 207% vy para el sustrato bajo en grasa porcentajes de
300% y 154%, por otro lado, en el sustrato graso se obtuvo mayor incremento de

biomasa al comparar con el sustrato bajo en grasa, especificamente en la cinética



del 2%, logrando de esta manera cumplir con los objetivos planteados en el

proyecto.



Introduccion

Durante siglos, el kéfir tradicional se ha consumido de generacion en generacion
gracias a su alto contenido nutricional. En la actualidad, este cumple un papel muy
importante, ya que su consumo continla ganando popularidad a nivel

internacional.

Los granos de kéfir se utilizan como cultivo iniciador para el proceso de
fermentacion de la leche, el grano es un polisacarido que esta conformado por una

compleja asociacion entre bacterias y levaduras (Garcia-Fontan et al., 2006).

El kéfir se produce tradicionalmente a partir de leche de vaca pero también se
puede preparar a partir de leche obtenida de otras especies, como cabras, ovejas
o bufalos, mientras que otras fuentes, como la soja, coco, arroz, o leche de
almendras, también se pueden aplicar para la produccidon de bebidas similares al
kéfir (Gul et al., 2015).

El proceso de fermentacidn de la leche de cualquier vaca da como resultado una
bebida lactea ligeramente acida, muy baja en alcohol, que tiene un sabor
distintivo, es ligeramente efervescente y que se puede obtener a temperatura
ambiente (Matos et al., 2018). Sin embargo, la composicion microbiana y las
condiciones Optimas de crecimiento de los granos de kéfir dependen seguin su
origen, tipo de sustrato, temperaturas, tiempos de fermentacién y lugar de

almacenamiento.

En el presente trabajo se realizd experimentalmente un disefio que permitio
optimizar el crecimiento de biomasa de kéfir a partir de dos diferentes sustratos
lacteos con diferente contenido en grasa mediante cinéticas de crecimiento para
identificar si existe alguna diferencia en el producto con respecto al sustrato, pH y

°Brix.
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CAPITULO I
GENERALIDADES DEL PROYECTO
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1.1 Descripcion de la empresa

1.1.1 Antecedentes

El Instituto Tecnoldgico Superior de Teziutlan es una institucion de educacion
superior ubicada en Fracciéon | y Il S/N, Aire Libre, en el municipio de Teziutlan en
el Estado de Puebla. La institucidn cuenta con canales de atencién como numero

telefénico: 231 311 4000, correo electronico: webmaster@live.itsteziutlan.edu.mx.

El Instituto Tecnoldgico Superior de Teziutldan comenzd hace mas de quince afos,
cuando siendo Diputado del Estado de Puebla, el Ing. Jorge Barron Levet, conocio
de la intencidon del entonces Gobernador del Estado, Lic. Manuel Bartlett Diaz, de
fundar dos Tecnoldgicos Descentralizados del entonces Sistema Nacional de
Institutos Tecnoldgicos en Puebla y en particular en la Sierra Norte y Nororiental
del Estado, descentralizados porque establecian una modalidad de convenio de
coordinacidon entre la Secretaria de Educacion Publica Federal y el Gobierno del

Estado de Puebla para compartir a partes iguales su financiamiento.

El Ing. Barrdn abanderd la causa por Teziutlan logrando la designacion de un
equipo de trabajo que encabezd el Ing. Emilio Ortega Balbuena para realizar la
planeacion, estudios de factibilidad de carreras, y la coordinacion de actividades y
contratacion de personal docente, promocion e inscripcion de la primera matricula,
el Instituto Tecnoldgico Superior de Teziutlan, abriera sus actividades en las
instalaciones del CBTis No. 44 con la Oferta Educativa de la Licenciatura en

Administracion e Ingenieria Industrial.

Para el segundo semestre, el Tecnoldgico de Teziutlan traslado sus operaciones a
una casa particular en el Barrio de Chignaulingo, que se rent6 y adaptd porqué
habia la voluntad de crecer con independencia y mostrar de lo que se era capaz.
En el ciclo escolar 94-95 la matricula crecié 128% a 294 alumnos, esto solo tenia
una lectura, la sociedad serrana recibia, respaldaba y confiaba en el nuevo

Tecnoldgico.
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Un grupo de distinguidos Teziutecos encabezado por el Ing. Jorge Barrdn localizé
en condiciones ventajosas el terreno que la Compania Minera Autlan estaba
dispuesta a vender para construir las instalaciones propias del Instituto y que
cumplian con la normatividad de la SEP, en el predio La Mina de la comunidad de
Aire Libre del Municipio de Teziutlan, Fraccién I y II Aire Libre S/N, C.P 73960
Teziutlan, Puebla, con el invaluable apoyo del Gobierno del Estado se autorizd la
construccion de los primeros dos edificios en el predio, mismos que fueron
inaugurados en Agosto de 1996 aumentando la Oferta Educativa con Ia

Licenciatura en Informatica y con una matricula de 545 alumnos.

1.1.2 Mision y vision
Mision: El Instituto Tecnoldgico Superior de Teziutlan tiene como mision formar
profesionales que se constituyan en agentes de cambio y promuevan el desarrollo

integral de la sociedad mediante la implementacién de procesos académicos de

calidad.

Vision: Llegar a ser la Institucion de Educacion Superior Tecnoldgica mas
reconocida en el Estado de Puebla, que ofrezca un proceso de ensenhanza-
aprendizaje certificado, comprometido con la excelencia académica y la formacion
integral del alumno, contribuyendo al desarrollo sustentable, econdmico, politico y

social de nuestro Estado.

1.1.3 Valores

Integridad: Actuar con rectitud, honestidad, honradez y transparencia de manera

congruente, sin enganos, ni falsedades en la realizacion de sus funciones.

Compromiso: Cumplir con la sociedad ofreciéndoles profesionales capaces vy
comprometidos con su regién y el Estado para satisfacer las necesidades presentes

y futuras.

Creatividad: Mantener una actitud constructiva, considerando la mejora continua y

la innovacidn. Lealtad.- Ajustar su actuacién al compromiso personal con los
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objetivos del ITST, de tal modo que se refleje y fortalezca el conjunto de logros del

Instituto.

Actitud de servicio: Fomentar en el alumno el deseo de servir a su comunidad y su
identificacion plena con el instituto a colaborar en todas y cada una de las
actividades programadas, asi como la aplicacién de las politicas y procedimientos

una vez que se integren al sector productivo.

Legalidad: Conocer y cumplir la normativa aplicable a las actividades relativas a su

ambito de competencia.

1.1.4 Estructura organizacional

La estructura organizacional representa la forma en la que se organiza el trabajo
dentro de la institucién, es decir, se establece el modo de comunicacion y
coordinacién, se asignan los puestos, funciones y responsabilidades que deben de
cumplir cada uno de los miembros que integran la organizacion con la finalidad de

alcanzar sus metas y objetivos propuestos.

Actualmente el ITST ofrece 6 licenciaturas, entre ellas; Ingenieria en Industrias
Alimentarias, Ingenieria Industrial, Ingenieria en Sistemas Computacionales,
Ingenieria Mecatrdnica, Ingenieria Informatica e Ingenieria en Gestion
Empresarial, que como resultado del esfuerzo para el cumplimiento de estandares

de calidad educativa el instituto ha obtenido acreditaciones internacionales.

El Instituto Tecnoldgico Superior de Teziutlan establece, implementa, mantiene y
mejora continuamente su Sistema de Gestion de Calidad de acuerdo a los
requisitos de la Norma ISO 9001:2015.

La institucion cuenta con un area espacial de 12 hectareas, donde se encuentra un

conjunto de 06 edificios conformado por:
1. Edificio de Unidad Administrativa.

2. Laboratorio de Quimica.
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3. Edificio de Biblioteca, Direccion General.
4. Edificio de Unidad Académica.
5. Edificio Multifuncional de Talleres y Laboratorios.

6. Aulas.

El area en donde se implementara la propuesta es en Ingenieria en Industrias
Alimentarias, especificamente con el Cuerpo Académico en consolidacion
“Biotecnologia, bioingenieria alimentaria y productos funcionales” con clave
ITESTEZ-CA-4, dentro de la linea de investigacién Microbiologia aplicada, alimentos
funcionales y sostenibles. El Cuerpo Académico se orienta a la generacion vy
aplicacion del conocimiento cientifico y tecnoldgico, al apoyo de las funciones de
docencia y vinculacién y a la formacidn de recursos humanos para la investigacion,
coherente con las necesidades de la institucion y del entorno local, regional,

nacional e internacional.
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1.2 Problemas de investigacion a resolver

En la actualidad, existen diferentes tipos de sustratos lacteos y no lacteos que se
utilizan para el acondicionamiento en granos de kéfir; sin embargo, la composicion
microbiana y las condiciones optimas de crecimiento de los granos dependen del
origen, del tipo y composicion del medio de fermentacion (sustrato), temperaturas,
tiempos de fermentacion y lugar de almacenamiento. El trabajo surge como una
posible alternativa para identificar que sustrato lacteo (graso y bajo en grasa)
presenta un mejor comportamiento dependiendo de las condiciones de crecimiento

y porcentaje de incremento en biomasa.

1.3 Preguntas de investigacion

e (El tiempo sera suficiente para poder desarrollarlo?
e (Se cuenta con los recursos necesarios y cuales son?
e ¢Donde se puede encontrar la informacion?

e (La informacién del tema es suficiente?

e (Existe evidencia cientifica actualmente?

e (La dependencia del pH durante el proceso de fermentacidon depende de las

temperaturas y tiempos de fermentacion?

e ¢La composicion microbiana y las condiciones dptimas de crecimiento de los
granos de kéfir dependen segun su origen, tipo de sustrato, temperaturas,

tiempos de fermentacion y lugar de almacenamiento?

e (Qué tipo de sustrato sera ideal para optimizar el crecimiento de biomasa

de kéfir?
e ¢En cual de las cinéticas se mostré un mayor crecimiento?

e (Qué resultados traera el desarrollo de esta investigacion?
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1.4 Objetivos

Objetivo General

Disenar experimentalmente la optimizacién del crecimiento de biomasa de kéfir

para el uso de sustratos.
Objetivos Especificos

e Proponer condiciones iniciales de crecimiento de biomasa de kéfir para el
uso de sustratos.

e Estandarizar los acondicionamientos para el crecimiento de biomasa de
kéfir.

e Optimizar el crecimiento de biomasa de kéfir a partir de los diferentes

sustratos implementados mediante cinéticas de crecimiento.

A continuacion, veremos la importancia de la propuesta basada en las necesidades
que justifican la misma actividad.

1.5 Justificacion

La presente investigacion busca optimizar el crecimiento de biomasa de kéfir a
partir de dos sustratos lacteos en diferentes porcentajes de grasa, que permitan

distinguir mediante cinéticas de crecimiento el de mayor eficacia.
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MARCO TEORICO
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2.1 Generalidades del kéfir

2.1.1 Origen

El kéfir fue producido desde la antigliedad en el Caucaso, es una bebida lactea
fermentada refrescante y que a partir de alli se sigue extendiendo alrededor del
mundo (Tratnik et al., 2006; Tramsek y Gorsek, 2008; Wroblewska et al., 2009).

La bebida de kéfir y su origen se remonta a los Balcanes, Europa del Este y el
Caucaso (Satir y Guzel-Seydim, 2016). Posiblemente ‘kéfir’ proviene de la palabra

keyif del turco, que significa ‘sentirse bien’ (Can et al., 2009).

Se cree que los granos de kéfir se transmitian tradicionalmente de generacion en
generacion entre las tribus del Caucaso y fueron considerados como una fuente de
riqueza familiar (Guzel-Seydim et al., 2021). La gente de la tribu de esta region
posiblemente desarrolld kéfir por puro accidente y posteriormente consumio la

bebida nutritiva durante los afios siguientes (Guzel-Seydim et al., 2021).

La fermentacion del acido lactico ha sido utilizada durante siglos para conservar,
mejorar o modificar el sabor de leche, carnes, cereales y verduras. Los principales
agentes de la fermentacion que se encargan de convertir el azicar de la leche en
acido lactico son los (LAB), entre ellos; Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus y Streptococcus (Garcia-Fontan et al.,, 2006; Lourens-Hattingh y
Viljoen, 2001; Penna et al., 2007).

El kéfir tradicional se ha consumido durante siglos (Wouters et al., 2002; Bourrie et
al., 2016) debido a su alto valor nutricional y, por lo tanto, se considera un

alimento que promueve la salud (Vinderola et al., 2005).

Hoy en dia, la popularidad de esta bebida lactea fermentada y su consumo ha

generado un gran impacto a nivel internacional (Marsh et al., 2014).
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2.1.2 Ruta historica de la leche fermentada en la nutricion
humana

La evidencia arqueoldgica indica que el bioproceso de la fermentacion de alimentos
se descubrid accidentalmente hace miles de afios (Terpou et al., 2019; Bats, 2020;
Liu et al., 2019).

Las propiedades medicinales y nutricionales de los alimentos fermentados se han
promovido recientemente a medida que mas evidencia cientifica destaca la
transformacion microbiana como un enfoque para mejorar la funcionalidad de los
alimentos (Terpou et al., 2019; Champagne et al., 2018; Turkmen, 2017; Brown et
al., 2018). Asimismo, el papel de la leche fermentada en la nutricion humana ha
sido bien documentada, ya que las virtudes de estos productos han sido conocidos
por la humanidad desde la época de las civilizaciones antiguas (Abd El-Salam,
2011; Terpou, 2020).

El bioproceso de la fermentacion de la leche cruda utilizada en la Edad Media
implicaba un amargo lento e impredecible de la leche, que se lograba mediante la
incubacion con microorganismos naturales (Terpou, 2020). Se cree que los
productos lacteos fermentados aparecieron accidentalmente cuando la leche se
almacenaba a temperatura ambiente y se agriaba naturalmente, y no se tenia

conocimiento de ninguna microflora exdgena (Terpou, 2020; Terpou et al., 2017).

Posteriormente, nuevos productos lacteos fermentados con aspectos mejorados
para la salud se han apoderado del mercado mediante la incorporacion de cultivos
microbianos beneficiosos (Terpou et al., 2019; De Simone, 2019). Es de suma
importancia que la microbiota de los alimentos fermentados deben mantenerse
vivos hasta su consumo para brindar sus beneficios para la salud (Terpou et al.,
2019). Los principales productos lacteos fermentados que han conquistado el
mercado pueden clasificarse en tres categorias diferentes: (i) tipos de leche agria
moderadamente fermentada con un aroma agradable, por ejemplo, leche

cultivada; (ii) tipos de leche fermentada acida y muy acida, por ejemplo, cuajada y
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yogur; y (iii) leche fermentada enriquecida con alcohol o acido acético en
pequenas cantidades, por ejemplo, kumiss y kéfir (Abd El-Salam, 2011; Terpou,
2020).

2.1.3 Kéfir

Los granos de kéfir se utilizan como cultivo iniciador para el proceso de
fermentacion de la leche, el grano es un polisacarido que esta conformado por una

compleja asociacion entre bacterias y levaduras (Garcia-Fontan et al., 2006).

Para la produccién de kéfir se pueden utilizar cultivos iniciadores de kéfir
liofilizados comerciales y granos tradicionales que llevan a cabo el proceso de
fermentacion de leche y el producto que queda después de la eliminacion de los

granos (Bensmira et al., 2010).

Los granos de kéfir incluyen una amplia gama de microfloras, principalmente
bacteriana (acido lactico, acido acético) y cepas de levadura, que estan
involucrados en el bioproceso de fermentacion de la leche, siendo responsables de
la calidad final del producto (Turkmen, 2017).

Figura 1

Diferentes vias de fermentacion a partir de las principales especies microbianas
(bacterias del dcido lactico, levaduras y bacterias del acido acético) contenidas en
kéfir y granos de kéfir.
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Fuente: Ganatsios, V.; Nigam, P.; Plessas, S.; Terpou, A. Kefir as a Functional
Beverage Gaining Momentum towards Its Health Promoting Attributes. Beverages
2021, 7, 48. https://doi.org/10.3390/beverages7030048

Las abundantes bacterias del acido lactico contenidas en los granos de kéfir
utilizan lactosa de la leche como azucar fermentable y la metabolizan en glucosa y
galactosa. Posteriormente, las bacterias metabolizan la glucosa a través de la via
homofermentativa (Hikmetoglu et al., 2020). En todos los casos, el acido lactico se
produce como metabolito principal, proporcionando un sabor acido distintivo al
producto final (Figura 1). En los casos en que las bacterias del acido acético se
vean favorecidas durante la fermentacion (por ejemplo, en condiciones aerdbicas),
la calidad del producto final tiende a exhibir un sabor acido y un ligero olor picante
debido a la acumulacién de acido acético (Figura 1) en estas bebidas de kéfir

(Terpou, 2020; Terpou y Mantzourani, 2019).

Los granos de kéfir se descomponen en granos de nueva generacion posterior a la
fermentacion, sin embargo, después de sucesivas fermentaciones estos siguen

teniendo las mismas caracteristicas que los antiguos (Gao et al., 2012).

En general, la fermentacion de la leche de cualquier vaca da como resultado una
bebida lactea ligeramente acida, muy baja en alcohol, que tiene un sabor
distintivo, es ligeramente efervescente y que se puede obtener a temperatura
ambiente (Matos et al., 2018). Sin embargo, la composicion microbiana del kéfir
también varia segun el origen de los granos de kéfir, las diferentes temperaturas
de cultivo, las diferentes técnicas de produccion y los diferentes tipos vy
composiciones del medio de fermentacion, e incluso las condiciones de
almacenamiento pueden alterar la composicion microbiana del producto final
(Plessas et al., 2017; Farag et al., 2020).
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2.1.4 Microbiota de los granos de kéfir

En general, el proceso de elaboracidn del kéfir se basa en la actividad fermentativa
de la microbiota de los granos sobre los componentes quimicos de la leche (Satir y
Guzel-Seydim, 2016).

Los cultivos iniciadores para esta bebida son de forma irregular, pequefios,
gelatinosos granos blancos / amarillos que son una combinacién de bacterias vivas
(bacterias del acido lactico del género Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc 'y
bacterias del acido acético) y levaduras (consisten en Kluyveromyces, Candida,
Saccharomyces y Pichia), que estan incrustados en una matriz viscosa de
polisacaridos y son responsables del acido lactico y la fermentacion alcohdlica
(Garrote et al., 1997; Dimitrellou et al., 2007; Papavasiliou et al., 2008; Ferreira et
al., 2010).

A continuacién, se muestra la composicion de la microbiota presente en la bebida
y/o en los granos de kéfir. Estos microorganismos simbidticos estan constituidos
principalmente por bifidobacterias, entre ellas; Bifidobacterium spp. vy
Bifidobacterium bifidum, bacterias acido lacticas (BAL), entre ellas; Lc. /actis subsp.
lactis, Lc. lactis subsp. cremoris, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus (Lb.)
kefiranofaciens, Lb. kefiranofaciens subsp. kefirgranum, Lb. kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens, Lb. kefiri Lb. parakefiri, Lb. plantarum, Lb. kéfir, Lb. paracasei
Lb. helveticus, Lb. parakefir, Lb. satsumensis, Lb. uvarum, Lb. acidophilus, Lb.
crispatus, Lb. reuteri y Lb. Leuconostoc (Leu.) mesenteroides, bacterias acido
acéticas (BAA), entre ellas; Lb. Acetobacter lovaniensis, Lb. Acetobacter syzygii y
Lb. Gluconobacter japonicus, ademas de levaduras, entre ellas; Lb. Saccharomyces
(S.) cerevisiae, Lb.Kluyveromyces (Klu.) marxianus, Lb. Klu. Dobzhanskii y Lb.
Kazachatania (Kaz.) unispora. Por otro lado, Marsh et al. (2013) sugieren que las
bifidobacterias se encuentran en menor proporcion. Rodriguez-Figueroa, José
Carlos, & Noriega-Rodriguez, Juan Antonio, & Lucero-Acuia, Armando, & Tejeda-
Mansir, Armando (2017). Avances en el estudio de la bioactividad multifuncional
del kéfir.
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2.1.5 Composicion nutricional del kéfir

El kéfir se produce tradicionalmente mediante la fermentacion de la leche
utilizando granos de kéfir y normalmente consta de al menos un 2,7% de proteina,
un 0,6% de acido lactico y menos de un 10% de grasa, dependiendo de la leche
(Prado et al., 2015).

Kefiran consta de unidades repetidas de hexasacaridos y se compone
principalmente de 85 a 90% de humedad y 10% de masa seca. La masa seca
incluye 57% de carbohidratos, 33% de proteinas, 4% de grasas y 6% de cenizas
(Prado et al., 2015; Petrova et al., 2021).

El suero, un residuo liquido lacteo de costo insignificante, es una materia prima
alternativa para la produccién de biomasa de kéfir. Se produce en grandes
cantidades en todo el mundo y genera una grave contaminacion ambiental ya que
su tratamiento es muy dificil debido a su alta carga organica. Por el contrario, tiene
un valor nutricional importante ya que contiene cantidades considerables de
lactosa (aproximadamente un 5%), proteinas, minerales, vitaminas, acidos
organicos y grasas. Por tanto, la conversion del suero en productos de valor
agregado es una preocupacidon importante para la ciencia y la industria (Bekatorou
et al., 2006; Dimitrellou et al., 2007; Koutinas et al., 2007; Dimitrellou et al., 2008;
Papapostolou et al., 2008; Tramsek y Gorsek, 2008).

2.1.6 Tipos de kéfir

El kéfir se produce tradicionalmente a partir de leche de vaca pero también se
puede preparar a partir de leche obtenida de otras especies, como cabras, ovejas
o bufalos, mientras que otras fuentes, como la soja, coco, arroz, o leche de
almendras, también se pueden aplicar para la produccidon de bebidas similares al
kéfir (Gul et al., 2015).
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2.1.6.1 Sustratos no lacteos

La preparacion del kéfir de agua o kéfir de azlcar consta en afiadir el indculo a
una mezcla de agua, azlcar y, a veces, frutas secas o frescas, este tipo de kéfir es
considerado como una bebida fermentada tradicional (Laureys et al., 2018). El
carbohidrato principal es la sacarosa, ya que este se utiliza como una fuente de

energia para producir biomasa (Plessas et al., 2017).

Los granos de kéfir se han adaptado a diferentes sustratos no lacteos, como miel,
verduras, té y jugos, para producir bebidas probidticas funcionales con
caracteristicas sensoriales distintas (Garcia-Fontan et al., 2006; Lourens-Hattingh y
Viljoen, 2001; Penna et al., 2007).

2.1.6.2 Sustratos utilizados en la fermentacion de granulos de
kéfir

Miel. La miel es un alimento que se considera sano y nutritivo ya que posee
propiedades antioxidantes y funcionales. Esta es una sustancia dulce natural con

buen aroma y sabor y es producida por las abejas a partir del néctar de las plantas
(Codex Alimentarius, 2001).

Recientemente, se ha evaluado el uso de la miel como sustrato alternativo para
disefiar una nueva bebida probiodtica utilizando granos de kéfir como cultivo
iniciador a escala de laboratorio (Fiorda et al., 2016; Soccol et al., 2014). Estos
estudios proporcionaron evidencia que indica que la miel puede servir como
sustrato crudo para la produccién de bebidas similares al kéfir con propiedades
funcionales (alta capacidad antioxidante, contenido de exopolisacaridos y efecto
protector del ADN) y con una alta calidad sensorial en comparacién con la bebida
tradicional de kéfir (TKB).

Frutas y verduras. Estudios recientes han informado del desarrollo exitoso de
nuevas bebidas de kéfir no lacteas a partir de frutas y verduras, como manzanas,

uvas, fresas, kiwi, cacao, granadas, tunas y jugos de verduras (zanahorias, frijoles,
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hinojos, melones, cebollas y tomates) (Terpou y Mantzourani, 2019; Oliveira et al.,
2019; Corona et al., 2016). Los jugos de frutas y verduras también tienen un alto
contenido de humedad y contienen carbohidratos, proteinas, aminoacidos,
vitaminas y minerales y por lo tanto se consideran un medio adecuado para el
crecimiento microbiano y la produccidén de bebidas fermentadas, como el kéfir, el
vino y otros productos (Terpou y Mantzourani, 2019; Koutinas et al., 2009; Duarte
et al., 2010).

Los nombres de las bebidas kéfir no lacteas pueden variar segun el sustrato de
fermentacion y el pais de origen. Por ejemplo, el 'tepache' es una bebida de kéfir
de azUcar obtenida a través de la fermentacidon de la pina, azicar morena y la
canela con granos de kéfir (De la Fuente-Salcido et al., 2015). Otra bebida de kéfir
a base de uva es el 'kéfir duva', que se produce mediante la fermentacion del

mosto de uva (Gaware et al., 2011).

Estudios recientes han propuesto el uso de frutas y verduras como sustratos para
la adaptacién de granos de kéfir (Terpou y Mantzourani, 2019; Oliveira et al.,
2019). Las frutas y los jugos de frutas contienen azlcares naturales y, como
resultado, no se necesitan suplementos de azlcar cuando las frutas se aplican
como sustratos para la fermentacidon. Los jugos de frutas y verduras también
tienen un alto contenido de humedad y contienen carbohidratos, proteinas,
aminoacidos, vitaminas y minerales, por lo que se consideran un medio adecuado
para el crecimiento microbiano y la produccion de bebidas fermentadas, como el
kéfir, el vino y otros productos (Terpou y Mantzourani, 2019; Koutinas et al., 2009;
Duarte et al., 2010).

Los sustitutos similares a la leche, como la leche de soja, coco, nuez, arroz, avena,
almendra, avellana, sésamo, chufa, cafiamo, mani y pulpa de cacao, tienen un
gran potencial como candidatos para la produccién de bebidas kéfir no lacteas

(Aydar et al., 2020). Sin embargo, estos sustratos deben complementarse con

25



azUcares para estimular la microbiota de los granos de kéfir, ya que tienden a

debilitar el indculo.

2.1.6.3 Efecto de diferentes fuentes de sustrato utilizados

para la fermentacion

La fermentacion es un proceso biotecnoldgico aplicado desde la antigiiedad para la
transformacion de materias primas con el fin de elaborar y conservar alimentos.
Cuando se habla de fermentacién, se debe entender como la accion de
microorganismos (bacterias, hongos o levaduras) sobre diversos sustratos
bioldgicos, es decir aprovechar la actividad metabdlica de aquellos a fin de obtener
una transformacion favorable de las materias primas para la obtencion de

alimentos procesados (Rodriguez-Couto y Sanroman, 2006; Ferrer et al., 2014).

En los ultimos afios el proceso de fermentacion sobre sustratos sélidos (FSS) ha
recibido una creciente atencion por parte de investigadores de todo el mundo.
Como resultado de ello, se han realizado muchos estudios sobre su viabilidad para
ser aplicado en obtencién de enzimas, aromas y sabores, colorantes, acidos
organicos, y otras sustancias de interés para la industria de alimentos.
Adicionalmente, es una alternativa para el aprovechamiento y agregado de valor
de desperdicios o subproductos de la agroindustria, ya que la mayoria de los
sustratos usados para la FSS surgen de alli (Rodriguez-Couto y Sanroman, 2006;
Ferrer et al., 2014).

Actualmente se continia empleando la accién de microorganismos en esos y
muchos otros procesos en la industria de alimentos (Rodriguez-Couto y Sanroman,
2006; Ferrer et al., 2014).

2.1.7 Produccion de exopolisacaridos

Otros metabolitos también incluidos en las bebidas kéfir son péptidos bioactivos,

exopolisacaridos, antibidticos y bacteriocinas (Nogay, 2019).
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2.1.7.1 Kefiran, un potencial exopolisacarida

El EPS kefiran es producido por Lactobacillus kefiranofaciens (Kooiman, 1968;
Wang et al., 2010) de los granos de kéfir, que se componen de proteinas,
polisacaridos y una compleja mezcla microbiana simbidtica (Witthuhn et al., 2005;
Jianzhong et al., 2009).

Los exopolisacaridos formados de los granos de kéfir son en realidad
heteropolisacaridos, con unidades de glucosa y galactosa, y se observa un
aumento de peso durante la fermentacion debido a la formacidén de biopeliculas,
que se produce junto con el crecimiento de la biomasa microbiana (Petrova et al.,
2021).

Esta matriz es producida por la microflora de &acido lactico, que coloniza
principalmente en forma de granos, y su presencia en el medio de fermentacién
puede afectar posteriormente las caracteristicas reoldgicas del producto final
(Terpou y Mantzourani, 2019; Dertli y Con, 2017; Walsh et al., 2016).

Diversos informes han demostrado que la cantidad de los EPSs y sus propiedades
dependen de los microorganismos que se utilizan para el proceso y las condiciones
de fermentacion, asi como también para la composicion de los medios de cultivo
(Kim et al., 2008). Los EPSs se consideran adecuados para emplearse como
aditivos ya que tienen propiedades fisicoquimicas y reoldgicas que pueden
utilizarse como estabilizantes, emulsionantes, agentes gelificantes y mejoradores
de la viscosidad. Las propiedades bioldgicas que poseen los EPSs sugieren su uso
como antioxidantes, agentes antitumorales, agentes antimicrobianos e
inmunomoduladores, etcétera (Suresh Kumar et al., 2008; Bensmira et al., 2010;

Piermaria et al., 2010).
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CAPITULO III
DESARROLLO Y METODOLOGIA
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3.1 Procedimiento y descripcion de actividades
realizadas

El disefio metodoldgico para esta investigacidn permite generar informacion que
aporte al estudio sobre los parametros para la fermentacion de los granulos de
kéfir a partir de diferentes sustratos variando el contenido de grasa en condiciones

climaticas de Tlapacoyan, Veracruz.

3.2 Alcance y enfoque de la investigacion

Anteriormente con trabajos pasados se ha utilizado el kéfir como investigacién, con
finalidad biotecnoldgica, pero siempre se ha buscado una manera de conservarlos
fuera de su medio lacteo convencional y utilizar diferentes sistemas de
fermentacion, ya sea reducidos en carbohidratos fermentativos, proteina o como
en este caso, con cambios en el contenido de grasa, por lo que se pretende dar
respuesta a este comportamiento mediante la pregunta de investigacion

propuesta.

3.3 Hipotesis

La fermentacion de los granulos de kéfir y por ende el aumento de biomasa es

estadisticamente diferente en un sistema fermentativo graso y bajo en grasa.

3.4 Diseio y metodologia de la investigacion

El disefio utilizado para esta investigacién constituye dar respuesta a la hipdtesis
planteada anteriormente, desglosando una metodologia basica para generar los

resultados esperados.

3.5 Metodologia

En el transcurso de esta investigacion, las variables independientes fueron:
temperaturas de fermentaciéon y de almacenamiento y tiempos de fermentacién y

las variables dependientes fueron: porcentaje de incremento biomasa, pH y °Brix.
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El estudio se realizd con equipo y materiales disponibles por el laboratorio de
Quimica y de la Unidad de Tecnologia de Alimentos y equipo proporcionado de
igual manera por el Cuerpo Académico, en el periodo comprendido en los meses

de agosto-diciembre de 2021.

3.5.1 Produccion inicial de granulos de kéfir

Los granulos de kéfir de leche fueron obtenidos del mercado local del municipio de
Teziutlan, Puebla, los cuales eran conservados y mantenidos en crecimiento en
leche pasteurizada entera, con cambios de medio de fermentacion cada 24 h, esto
de acuerdo a recomendaciones mencionadas por el proveedor de los granulos de

kéfir a una temperatura ambiente de aproximadamente 22 a 30°C.

3.5.2 Crecimiento de la biomasa del lote inicial de kéfir

Para el crecimiento del lote de kéfir, este se siguid de acuerdo a las
recomendaciones de cultivo en las que se encontraban, las cuales indicaban
aproximadamente una cucharada para un litro de leche pasteurizada entera. Este
debe mantenerse en un recipiente de cristal cubierto con una tela que permita
llevar a cabo la fermentacion, pero que sin embargo evite el acceso de
contaminantes como insectos, entre otros; debe mantenerse en un ambiente

fresco a una temperatura de aproximadamente de 22 a 30°C.

3.5.3 Cultivo de sustrato graso

A partir de los granulos de kéfir almacenados en el lote a temperatura ambiente de
aproximadamente 22 a 30°C se realizd un experimento con 3 diferentes
porcentajes de inoculo, se colocaron los granulos de kéfir en un tamiz de plastico y
se dejaron escurrir para eliminar la mayor cantidad de liquido, se utilizd una
proporcion de inoculo de 2, 5y 10% de biomasa de kéfir y cada proporcion fue
colocada en su respectivo recipiente, el sustrato para esta proporcion de granulos
de kéfir fue leche entera pasteurizada (marca comercial Lala) con un porcentaje de

grasa de 3%, el volumen de leche se agregaba dependiendo al porcentaje
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correspondiente de cada cinética. Una vez colocados los cultivos en sus respectivos
recipientes, para las mediciones de pH y °Brix las cuales eran realizadas cada 12 h
a excepcién de 1 dia cuyas mediciones se realizaban cada 4 h se utilizd un
potenciometro (marca OHAUS ST10) y un refractdmetro (marca ATC-RHW), las
mediciones del aumento de biomasa de granos de kéfir eran cada 24 h, haciendo
cambio de su medio para su seguimiento y eliminando el sustrato y excedente de

liguido (leche).

El experimento se llevd a cabo por un periodo de 10 dias con la finalidad de

observar cambios en el aumento de biomasa.

3.5.4 Cultivo de sustrato bajo en grasa

A partir de los granulos de kéfir almacenados en el lote a temperatura ambiente de
aproximadamente 22 a 30°C se realizd un experimento con 3 diferentes
porcentajes de inoculo, se colocaron los granulos de kéfir en un tamiz de plastico y
se dejaron escurrir para eliminar la mayor cantidad de liquido, se utilizd una
proporcion de inoculo de 2, 5y 10% de biomasa de kéfir y cada proporcion fue
colocada en su respectivo recipiente, el sustrato para esta proporcion de granulos
de kéfir fue leche descremada baja en grasa (marca comercial Svelty) con un
porcentaje de grasa de 1%, el volumen de leche se agregaba dependiendo al
porcentaje correspondiente de cada cinética. Una vez colocados los cultivos en sus
respectivos recipientes, para las mediciones de pH y ©°Brix las cuales eran
realizadas cada 12 h a excepcion de 1 dia cuyas mediciones se realizaban cada 4 h
se utilizd un potenciémetro (marca OHAUS ST10) y un refractdmetro (marca ATC-
RHW), las mediciones del aumento de biomasa de granos de kéfir eran cada 24 h,
haciendo cambio de su medio para su seguimiento y eliminando el sustrato y

excedente de liquido (leche).

El experimento se llevd a cabo por un periodo de 10 dias con la finalidad de

observar cambios en el aumento de biomasa.
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3.5.5 Medicion de aumento de biomasa

Posteriormente, se determind el aumento de la biomasa expresado en porcentaje,

de acuerdo a la siguiente ecuacion:

. . Peso fresco final — Peso fresco inicial
% incremento biomasa = — x100
Peso fresco inicial

32



CAPITULO IV
RESULTADOS

33



4.1 Resultados

En la Figura 2 se observa los tratamientos utilizados para favorecer el crecimiento
de biomasa en granos de kéfir tomando en cuenta el sustrato de alto y bajo

contenido en grasa a diferentes concentraciones.

Para ambos sustratos la cinética del 2% presento un efecto mayor de produccion
de biomasa, seguido de la concentracion de 5% dejando al 10% con un menor

incremento, durante los 10 dias que durd el estudio.

Por otro lado, el sustrato graso obtuvo mayor incremento de biomasa al comparar

con el de sustrato bajo en grasa.

Para la cinética grasa el mayor porcentaje de incremento lo tuvo la cinética de 2%
con un 473%, seguido de la cinética de 5% con 364%, mientras que la menor la

obtuvo el tratamiento con 10% alcanzando valores de 207%.

De la misma manera para la cinética bajo en grasa el mayor porcentaje de
incremento lo tuvo la cinética de 2% con un 300%, seguido de la cinética de 5%
con 169%, mientras que la menor la obtuvo el tratamiento con 10% alcanzando

valores de 154%.

En conclusién, se puede observar que, para las cinéticas, el mayor porcentaje de
incremento biomasa fue en el sustrato graso especificamente en la cinética del
2%.

34



Figura 2

Combinacion de sistemas de fermentacion,; sustrato con un contenido de grasa de
3% y 1%, esto de acuerdo a la naturaleza del sistema de fermentacion.
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Fuente: Elaboracion propia , 2021

En trabajos previos se investigd el crecimiento de biomasa del grano de kéfir en
suero enriquecido con algunos aditivos como yogur, leche, glucosa, sacarosa,
extracto de levadura y extracto de algarroba durante un periodo de 10 dias, en ese
estudio el que mayor aumento de biomasa presento fue con la adicién de extracto
de levadura (1,657%) seguido de la adicion de yogur (1,458%) y leche (1,294%)
y en cuanto a la adicién de glucosa, sacarosa y extracto de algarroba se obtuvo un
aumento de biomasa del 1,225, 1,173 y 836% respectivamente, mientras que en
este estudio el que tuvo mayor aumento de biomasa fue el sustrato graso en la

cinética de 2% (473%) seguido de la cinética de 5% (364%) y sustrato bajo en
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grasa en la cinética de 2% (300%) y en cuanto al sustrato graso con respecto a la
cinética del 10% se obtuvo (207%) seguido del sustrato bajo en grasa en la
cinética de 5 y 10% obteniendo (169%) y (154%) respectivamente. El porcentaje
de crecimiento de biomasa que tuvo el extracto de levadura en comparacion a la
cinética del 2% del sustrato graso de este estudio, probablemente se deba a las
propiedades y componentes del medio empleado, las cuales favorecen las
caracteristicas del grano y los porcentajes de incremento en biomasa durante la

fermentacion.

En cuanto a las cinéticas de pH, en la figura 3a se puede observar que en el
analisis del sustrato graso no arrojé una diferencia significativa por el efecto del
contenido de grasa, los valores para la cinética de 10% oscilaban alrededor de 4.4
a 5.6 y para la cinética del 5% alrededor de 4.6 a 5.9. En la figura 3b se puede
observar que en la cinética del 2% del sustrato graso hubo una diferencia en
comparacion al sustrato al 10% ya que a partir de las 60 horas de fermentacion el
pH desciende a 5.1 y posteriormente durante los siguientes dias el pH empieza a
variar. En la cinética del 10, 5 y 2% del sustrato bajo en grasa, en la figura 3c se
puede observar una disminucion en el pH, ya que las mediciones iniciales fueron
de 7.4, 7.5y 7.4 y a partir de las 180 horas de fermentacion el pH desciende a
4.1, 4.1 y 4.4 respectivamente.
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Figura 3

Comportamiento de pH en sustrato graso y bajo en grasa.
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Horas

Fuente: Elaboracion propia , 2021

En trabajos previos se encontrd que, para todos los medios a todas las
temperaturas de incubacion, el pH descendié bruscamente durante las primeras 6-
7 hy al final del periodo de fermentacién de 24 h, el valor de pH de la solucién de
fermentacion alcanzd aproximadamente 4 por 17°C y alcanzd alrededor de 3.4
para 27y 37°C.

Para todas las concentraciones iniciales de granos de kéfir utilizadas, se encontrd
que el pH descendié bruscamente durante las primeras 6-7 h en todos los medios

y al final del periodo de fermentacion de 24 h para una concentracion inicial de
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kéfir de 2.5% alcanzd aproximadamente 3.7, y para concentraciones iniciales de

granos de kéfir de 5y 7.5% alcanzé alrededor de 3.4.

En cuanto al pH de los dos estudios se puede decir que hubo una diferencia

significativa en cuanto a los tiempos de descenso y los valores obtenidos.

En cuanto a las cinéticas de °Brix, en la figura 4a se puede observar que en el
sustrato graso los °Brix de la cinética de 2% descendieron a partir de las 36 horas
teniendo un valor de 5 °Brix; posteriormente, el comportamiento empezo a oscilar
hasta llegar a un valor final de 4.6. En la figura 4b se puede observar el
comportamiento de las 3 cinéticas del sustrato bajo en grasa, la cinética del 10% y
5% presentaron un comportamiento en similar, iniciando con un valor de 7.6 °Brix
para ambas cinéticas y finalizando con valores de 3.8 y 4 respectivamente. Para la
cinética del 2% se observa un comportamiento diferente en comparacion a las
otras dos cinéticas, ya que con el paso del tiempo hubo un aumento y descenso en
los valores de °Brix, sin embargo, fue hasta el ultimo dia que se obtuvo un valor

de 4.2 °Brix el cual se asemeja a los valores finales de las otras dos cinéticas.

Figura 4

Comportamiento de °Brix en sustrato graso y bajo en grasa.

(a) (b)

Cinética de "Brix en sustrato graso Cinética de “Brix en sustrato bajo en grasa

PN

“Brix

(= R R

Horas Horas

Fuente: Elaboracion propia , 2021
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

39



5.1 Conclusiones del proyecto

Se realizd un estudio para optimizar el crecimiento de biomasa de kéfir

utilizando dos sustratos con tres concentraciones por cada uno de ellos.

Se establecieron como condiciones iniciales, 2 sustratos lacteos (graso y
bajo en grasa), temperaturas de fermentacion y de almacenamiento

obteniendo un crecimiento de biomasa de kéfir deseable.

Se probaron diferentes proporciones de inoculo al 2, 5 y 10% para cada
medio de fermentacién y se selecciond la que resultara tener mayor
crecimiento de biomasa durante un periodo de 10 dias para cada tipo de

grasa.

Se analizaron dos diferentes sustratos (graso y bajo en grasa) en tres
diferentes concentraciones alcanzando un mayor incremento de biomasa en
las cinéticas del 2%, especificamente en el sustrato graso que presento
(473%) seguido del sustrato bajo en grasa (300%) durante el periodo de 10

dias.

Se acepta la hipdtesis al encontrar diferencias significativas en los

resultados de los sistemas fermentativos graso y bajo en grasa.
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CAPITULO VI

COMPETENCIAS
DESARROLLADAS
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6.1 Competencias desarrolladas y/o aplicadas

Durante este transcurso de tiempo en el cual llevé a cabo mi proyecto de

residencia profesional pude utilizar y desarrollar las siguientes competencias:

Desarrolladas:

Desarrollo de la capacidad de aprendizaje que permite ampliar e incorporar

nuevos conocimientos a la investigacion.

Responsabilidad y cumplimiento en tiempo y forma con las obligaciones y

deberes.

Transmitir e intercambiar ideas de manera respetuosa y disciplinada con el

asesor.

Liderar el trabajo permite influir, gestionar, motivar, organizar y lograr de

manera eficiente con los objetivos.

Adaptar el trabajo a los nuevos cambios y la hueva modalidad que se vive

en la actualidad.

Mostrar flexibilidad cognitiva ante situaciones novedosas e inesperadas que

surgen durante el desarrollo de la investigacion.

Coordinar de manera eficiente permite mantener una orientacién y direccion

correcta con el asesor.

Tomar decisiones que permitan identificar y solucionar problemas en

determinadas ocasiones.

Aplicadas:

De las principales competencias desarrolladas durante la pracitca profesional

fueron todos los conocimientos adquiridos que me permitieron analizar, disenar e

implementar nuevas estrategias para poder alcanzar mis objetivos.
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Con la informacidon recabada logré realizar un correcto analisis y una buena
interpretacién que me permitio detectar nuevas oportunidades en los resultados

obtenidos.

A lo largo de mi carrera profesional, fui desarrollando y fortaliciendo habilidades
como la creacion, el disefo, la innovacién y la gestion que me permitiran
desenvolverme de manera eficiente como futura ingeniera en nuevas

oportunidades de trabajo.
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ANEXOS
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8.1 Anexos

Anexo 1. Acondicionamiento de las diferentes cinéticas

(sustrato graso)
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Anexo 2. Acondicionamiento de las diferentes cinéticas

(sustrato bajo en grasa)
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Anexo 3. Medicion de pH (sustrato graso)
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Anexo 4. Medicion de pH (sustrato bajo en grasa)
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Anexo 5. Medicion de °Brix
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Anexo 6. Granulos de kéfir (sustrato graso)
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Anexo 7. Granulos de kéfir (sustrato bajo en grasa)
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