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Resumen

El kéfir de agua (KA) es una bebida fermentada medianamente acida elaborada con soluciones azucaradas y fermentada
por un consorcio de microorganismos, principalmente bacterias dcido lacticas (BAL) y levaduras (LEV), embebidas en un
polisacarido llamado granulo de KA. La presencia de hongos y sus toxinas es un problema de la produccion de alimentos,
como Aspergillus ochraceus y sus micotoxinas especialmente en café y vino. Entre algunas alternativas que se han evaluado
para su inhibicién se incluyen las bacterias dcido lacticas y productos fermentados en general.

El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar la capacidad del KA en inhibir o retrasar el crecimiento de A. ochra-
ceus. Se emplearon 8 sobrenadantes libres de células (SLC) obtenidos de diferentes fermentaciones de panela con granulos
de KA y con diferentes concentraciones de acidos organicos (lactico y acético). Se hicieron fermentaciones con granulos
de KA en solucion de panela por periodos de 32,5 h, a 25, 30 y 37 °C. Se determinaron la cinética de acidificacion; el
incremento de biomasa y se hizo el recuento de los grupos de microorganismos que componen el granulo. A 25 °C se de-
termin6 el mayor aumento de biomasa (92%). La temperatura de fermentacion afecté el recuento de los microorganismos
que conforman el granulo, principalmente las BAL, disminuyendo su cantidad a la maxima temperatura de fermentacion
(37 °C) (1x10"6 UFC ml"), comparado con la minima temperatura (25 °C) (6x10"7 UFC ml"). El fermento que present6
mavyor actividad antifingica fue el SLC5 (pH: 3,2; temperatura de fermentacion: 30 °C). El poder inhibitorio se atribuy6 a los
dcidos organicos producidos durante la fermentacién, aunque no se puede descartar que hayan actuado otras sustancias
no cuantificadas.

Se pudo comprobar que el KA puede fermentar y aumentar su biomasa en un sustrato como el agua de panela y que sus
SLC tienen la capacidad de reducir el crecimiento de A. ochraceus.

Palabras clave: 4cido lactico, dcido acético, antifiingico, Aspergillus ochraceus, kéfir de agua, panela.

Abstract

Water kéfir (WK) is a moderately sour fermented beverage elaborated in sugar-containing solutions through fermentation
by a microorganism consortium, principally lactic acid bacteria (LAB) and yeasts, embedded in a matrix of polysaccharide
so-called WK grains. The presence of fungi and their toxins it is a problem for the food industry, such as Aspergillus ochra-
ceus and their mycotoxin production especially in coffee and wine. Some alternatives that have been evaluated for their
inhibition include lactic acid bacteria and generally fermented products. The main objective was to evaluate the capacity
of WK to ferment a Colombian beverage made with Panela and to assess capability of this product to retard the germina-
tion of a common toxigenic fungi like Aspergillus ochraceus. 8 cell-free supernatants (CFS) were obtained from separate
fermentations and with different organic acids (OA) concentrations (e. g., lactic and acetic). Different fermentations were
conducted with WK in Panela broth during 32.5 h periods at 25, 30, and 37°C. We determined the kinetics of acidification
of WK along with the corresponding increment in biomass and conducted a quantitation of microorganisms groups that
composed the grain. The greatest biomass increase occurred at 25 °C (92%); but the fermentation temperature affected
the composition of microorganisms conforming the grain, with the quantity of LAB decreasing at the highest fermentation
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temperatures (37 °C) (1x1076 cfu ml"), compared with the minimum temperature (25 °C) (6x10"7 cfu ml"). The CFS5 (pH
3.2; fermentation temperature 30 °C) exhibited the greatest antifungal activity. We attribute the inhibitory power of these
ferments to the OA produced during fermentation, although we cannot discard the possibility of the action of other subs-
tances not specifically quantified. We concluded that WK can grow and fermentate Panela broth and that its CFS can exert

an antifungal effect against A. ochraceus

Key words: lactic acid, acetic acid, antifungal compounds, Aspergillus ochraceus, water kefir, panela.
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Introduccién

El crecimiento de especies flngicas es una de las cau-
sas mas frecuentes del deterioro de los alimentos, con-
lleva grandes pérdidas econémicas y puede desarrollar
problemas en la salud publica debido a la produccién
de micotoxinas. Aspergillus ochraceus es un moho ais-
lado de un amplio rango de alimentos, crece en cli-
mas calidos y tropicales, y es productor de Ocratoxina
A (OTA) (Soriano, 2007), una micotoxina nefrotéxica
que también puede tener propiedades hepatotoxicas,
teratogénicas e inmunosupresivas, clasificada por la
IARC (International Agency for Research on Cancer)
como posible carcin6geno humano (categoria 2B)
(O’Callaghan et al., 2006). La OTA puede sobrevivir a
procesos tipicos en la industria de alimentos, encontra-
da en pan horneado (Scudamore et al., 2003), cerveza
(O’Callaghan et al., 2006) y café (Frank, 1999; Urbano
et al.,, 2001; Taniwaki et al., 2003; Martins et al., 2003;
Batista et al., 2003; Sudrez-Quiroz et al., 2004). Algu-
nos fungicidas de origen quimico son efectivos en el
control del crecimiento de mohos perjudiciales, pero
su uso se considera indeseable debido a la posibilidad
de que permanezcan residuos peligrosos en las mate-
rias primas y/o alimentos, que ponen en riesgo la sa-
lud de los consumidores. Por lo tanto, la busqueda de
nuevos métodos de conservacion de los alimentos ha
sido direccionada hacia métodos mas naturales. Por
muchos anos los consumidores han demandado la
conservacion de alimentos sin preservantes de origen
quimico. El uso de sustancias de origen biol6gico con
propiedades antifingicas podria ayudar a la industria
de alimentos a cumplir este requerimiento. Una po-
sible solucion a estas demandas podria ser el empleo
de productos acidificados naturalmente como como
el kéfir, cuya actividad antifiingica y sus metabolitos se
han estudiado previamente (Gamba et al., 2015; Miao
et al., 2014; Garrote et al., 2000). El KA es una bebida
fermentada medianamente acida que entre otros com-
puestos contiene CO; y etanol (Garrote et al., 2001) y
para su elaboracion se emplean soluciones azucaradas
que son fermentadas por un consorcio de microorga-
nismos, que se encuentran embebidos en una matriz
de polisacarido conocido como granulo de KA (Wal-
dherr et al, 2010), con forma irregular y de aspecto
gelatinoso. El consorcio de microorganismos esta con-
formado por bacterias acido lacticas (BAL), levaduras
(LEV) y bacterias acido acéticas (BAA) (Waldherr et al.,
2010; Diniz, et al.,, 2003) que conviven en simbiosis.
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La fermentacién y la transferencia de los granulos de
KA pueden darse bajo condiciones no estériles, prac-
ticamente sin riesgo de contaminarse. Dicha relacion
simbidtica es muy estable, ya que no permite un exten-
so crecimiento de microorganismos foraneos (Moinas,
et al., 1980; Pidoux, 1989). Al parecer la estabilidad
del granulo se basa en el efecto del pH y la presencia
de compuestos inhibitorios o sustancias antagdnicas
que actdan contra patégenos externos contaminantes
(Pidoux, 1989). Los microorganismos embebidos en
el granulo de KA son capaces de producir acido lacti-
co, acido acético y otros compuestos biolégicamente
activos que podrian inhibir el crecimiento de microor-
ganismos patdgenos e indeseables (Silva et al., 2009) a
partir de la fermentacion de un sustrato azucarado de
cualquier tipo. En esta investigacion se empleé panela,
un edulcorante obtenido mediante la extraccién y eva-
poracion de los jugos de la cafa de azudcar (Saccharum
officinarum L) (Ministerio de la Proteccion Social, Re-
publica de Colombia, 2006). Es un tipo de azdcar natu-
ral e integral, no centrifugado y sin refinar, mas barato
que la sacarosa (azdcar de mesa); y fue usado como
sustrato para la fermentacion por los granulos de KA.

Una vez tiene lugar la fermentacion del sustrato, se
reducen gran cantidad de carbohidratos que son trans-
formados principalmente a productos de bajo peso
molecular que exhiben propiedades antimicrobianas,
siendo los mas comunes los acidos organicos (AO)
(Gerez et al., 2009). Su accion esta basada en la “teo-
ria de los acidos débiles”, debido a que pueden lograr
la disminucién del pH intracelular de microorganis-
mos, por la accion de las porciones no disociadas de
tales acidos debido a su pK. (Bogaert & Naidu, 2000,
Ledn et al., 2012). Este fendmeno se debe a las propie-
dades hidrofébicas que exhiben la mayoria de los AO,
lo que les permite la libre difusion de su forma proto-
nada a través de la membrana celular. Este proceso
toma lugar espontaneamente debido a los gradientes
de pH y osmolaridad que existen entre el interior y el
exterior celular, siendo el pH intracelular mas alto que
el extracelular, por lo que los 4cidos son libremente
permeables en la membrana de los microorganismos,
disociandose en el citoplasma y disminuyendo el pH
por la liberacién de protones (Bogaert & Naidu, 2000;
Leon et al., 2012). Estos desestabilizan el pH intrace-
lular rompiendo su neutralidad y el gradiente de la
membrana celular (Salmond et al., 1984; Ledn et al,,
2012). La célula emplea su energia en forma de ATP
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para expulsar el protén y mantener su viabilidad, pero
gasta esa energia que es necesaria para su cinética de
crecimiento (Hunter & Segel, 1973; Le6n et al., 2012).
El principal objetivo de este estudio fue investigar la
capacidad de sobrenadantes libres de células (SLC)
obtenidos de la fermentacién de una solucion de pa-
nela (4,15 %m/v) por los granulos de KA (10 %m/v),
en inhibir o retrasar el crecimiento in vitro del moho
toxigénico A. ochraceus AFUNL9 y FNSP. Otros objeti-
VoS que tuvo esta investigacion fueron: i) Se comparé
la actividad antifdngica de los productos fermentados
por granulos de KA con soluciones de panela acidifica-
das artificialmente con acidos fuertes (HCI 3M) o con
acidos organicos puros (lactico y acético). ii) Se evalua-
ron las condiciones tecnoldgicas de fermentacién con
los granulos de KA. iii) La produccién de biomasa y iv)
El recuento de microorganismos (BAL, levaduras y bac-
terias acido acéticas) en cada una de las temperaturas
de fermentacion evaluadas (25, 30 y 37 °C).

Materiales y métodos

Cultivo de los grdnulos de kéfir de agua

Los granulos de KA fueron cedidos a través de la Céte-
dra de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Exac-
tas, de la Universidad Nacional de La Plata (La Plata,
Argentina). Estos fueron cultivados continuamente
cada 48 h en solucién acuosa de panela recién prepa-
rada, previa ebullicion, fermentada a 25 °C.

Proceso de fermentacion

El sustrato empleado para la fermentacion fue prepa-
rado con panela en polvo, obtenida en un supermer-
cado local (Exito®, Medellin, Colombia), usando agua
de grifo como se hace en la preparacion tradicional
en Colombia. Todas las soluciones fueron calentadas
hasta ebullicién por un periodo de T min.

Se emple6 una concentracion de panela de 41,5 g L,
similar a la empleada tradicionalmente. Cuando las so-
luciones alcanzaban la temperatura ambiente se ino-
cularon con 10% m/v de granulos de KA. Se empled
un blanco sin la adicién de granulos de KA. Todas las
soluciones fueron fermentadas a tres diferentes tempe-
raturas (25, 30y 37 °C).

Determinacion de las cinéticas de fermentacion
y del incremento de biomasa

Los valores de pH fueron determinados cada 30 mi-
nutos durante 12 h y luego a las 24, 28 y 32,5 h de
fermentacién con un potenciometro digital (Thermo
Electron Corp., USA). La biomasa fue determinada con
el peso escurrido de los granulos empleando una ba-
lanza analitica (Ohaus, USA) durante 10 dias.

Identificacion y relacién de los grupos de
microorganismos presentes en el kéfir de agua

Luego de realizar la fermentacion del sustrato de pa-
nela por 32,5 h a tres temperaturas (25, 30 y 37 °C),
la enumeracion de los microorganismos viables en la
bebida fermentada y preparada con 41,5 g L' de pane-
la se llevé a cabo en tres diferentes medios de cultivo,
De Man Rogosa y Sharpe (MRS) (Merck, Darmstad,
Alemania) como medio para el crecimiento de BAL,
agar-oxitetraciclina-glucosa-extracto de levadura (OGY)
(Merck, Alemania) para las levaduras, y para el recuen-
to de las BAA agar manitol, preparado con D-manitol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), extracto de leva-
dura (Oxoid, Cambridge, Inglaterra), peptona (Dibico,
México D.F. México), y agar (Merck, Alemania) (Her-
nandez et al, 2008).

Obtencion de los sobrenadantes libres de células

Cuando la fermentacion alcanzé los pH finales, (tabla
1) establecidos por la duracién de la fermentacion a
las tres temperaturas (25, 30 y 37 °C), las soluciones
acuosas de panela fermentada por los granulos de KA
se filtraron por un tamiz con un tamano de malla de 1
mm?, con el objeto de separar los granulos del sustrato
fermentado. Los fermentos obtenidos se centrifugaron
a 6000 rpm por 15 minutos. (Hettich, Tuttlingen, Ale-
mania) en tubos plasticos tipo Falcon de 15 ml de ca-
pacidad, para separar las bacterias y demas particulas
tras la fermentacion. Los sobrenadantes obtenidos se
filtraron a través de una membrana estéril con un ta-
mano de poro de 0,45 um (Advantec MFS, Dublin, CA,
USA) usando un portafiltros de polisulfona estéril (Ad-
vantec MFS) con succién de aire para generar vacio.
Algunos SLC (SLC3, SLC5 y SLC7) fueron sometidos
a ebullicion por 5 minutos. Todos los SLC (tabla 1) se
almacenaron a -20 °C hasta su posterior empleo.

Tabla 1. Sobrenadantes libres de células (SLC) obtenidos por
fermentacién de la solucién acuosa de panela (4,15%) con
los granulos de KA (10%).

T
Sobrenadante | Tiempo de emperatura
. P . de pH
libre de células | fermentacion ., .
fermentacion | final
(SLC) (h) a
(°©)
SLCT 9 25 4,0
SLC2 32,5 25 3,6
SLC3 3,5 30 4,0
SLC4 11,5 30 3,5
SLC5 32,5 30 3,2
SLC6 2,5 37 4,0
SLC7 8 37 3,5
SLC8 32,5 37 2,8
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Andlisis de los sobrenadantes libres de células

Los acidos organicos (AO) (lactico y acético) y los
carbohidratos (sacarosa, glucosa y fructosa) fueron
analizados por HPLC (Agilent Technologies series
1200, Santa Clara, CA, USA) empleando una colum-
na de intercambio i6nico Aminex HPX-87H (Bio-Rad,
Hercules, USA). Se utiliz6 como fase mévil H.SO4
0,008N a un caudal de 0,6 ml min' y a una tempe-
ratura de 35 °C. Se empleé como modo de detec-
cion el UV-Visible para el 4cido lactico y el indice
de refracciéon para el acido acético y los carbohi-
dratos. Los AO vy los carbohidratos fueron identifica-
dos de acuerdo al tiempo de retencién comparada
con las soluciones estandar de acido lactico (Merck,
Alemania), acido acético (Carlo-Erba, Italia) y de los
carbohidratos sacarosa, glucosa y fructosa (Merck,
Alemania).

Preparacion del indculo de Aspergillus ochraceus

Aspergillus ochraceus AFUNLY, aislado de muestras de
cereales, proveniente de la catedra de microbiologia
de la Universidad Nacional de la Plata (La Plata, Argen-
tina) y A. ochraceus FNSP aislado de muestras ambien-
tales y proveniente del laboratorio de Salud Pdblica de
la Universidad de Antioquia (Medellin, Colombia); fue-
ron cultivados en tubos con agar Sabouraud inclinado
(Merck, Darmstadt, Alemania) a 25 °C hasta su espo-
rulacion. El inéculo de esporas se prepard por lavado
de la superficie del agar con solucién estéril de lauril
sulfato de sodio (Merck, Alemania) al 0,01% (m/v) en
solucion de glucosa al 1% (m/v) (Carlo Erba, Milan,
Italia). Se adicionaron diez mililitros de la solucién so-
bre el cultivo, aflojando los conidios por medio de un
raspado suave con espatula estéril y se realizaron di-
luciones seriadas. El nimero de conidios se determin6
por recuento en camara de Neubauer.

Bioensayo para la reduccién de la germinacién
de los conidios de Aspergillus ochraceus

La reduccién de la germinacién (RG) de los conidios
de A. ochraceus AFUNL9 y A. ochraceus FNSP se llevo
a cabo en placas estériles y desechables de microdilu-
cion (96 pocillos) de fondo plano (Brand, Wertheim,
Alemania) (Magnusson et al., 2003; Lavermicocca et
al., 2000). La suspension (10 pl) que contenia 10* coni-
dios ml! fue adicionada a 190 ul de cada SLC en cada
pocillo (tabla 1). Los ensayos se realizaron por octupli-
cado, usando como control el sustrato de panela sin
fermentar (SSF) y que fue esterilizado por microfiltra-
cion al igual que los demds SLC. La RG de los conidios
se determind luego de una incubacion por 48 h en una
camara himeda a 25 °C. Para las lecturas de la DO se
emple6 un lector automatizado de microplacas para
test de ELISA RT-2100C (Pioway, Nanjing, China) a una
longitud de onda de 492 nm (Rojas et al., 2004). La ac-
tividad antifdngica de los SLC fue expresada como el

%RG medida a una DOss2 comparada con el control.
El %RG se calcul6 empleando la ecuacién 1:

%RG= [(DOcontroi-DOsic)/DOcontrot] x 100 Eq.(1)

Un %RG de los conidios mayor al 20% es conside-
rada como positiva, la reducciéon es baja por debajo
del 40%, es media entre el 40% y 70% vy fuerte si es
superior al 70% (Gerez et al., 2009).

Preparacion de los similes

Tres soluciones de panela (41,5 g L") fueron acidificadas
artificialmente por la adicién de acidos lactico y acético
en las cantidades reportadas en el andlisis por HPLC.
Dichas concentraciones correspondieron a: 2,1542 y
0,1408 g L' (para simular el SLC7); 2,1011 y 0,3835
g L' (para simular el SLC5); 0,6181 y 0,0375 g L' (para
simular el SLC3) de acido lactico (Carlo-Erba, Italia) y
acido acético (Merck, Alemania), respectivamente. En
otro grupo de experimentos, el pH de tres soluciones
acuosas de panela (41,5 g L") fue ajustado a cada uno
de los siguientes pH: 3,2; 3,5 y 4,0; empleando HCI 3
M (Merck, Alemania), para simular los valores de pH
encontrados en algunos tratamientos con mayor efecto
inhibitorio. El pH de los sobrenadantes se determiné a
25 °C con un analizador Orion 710A+ (Thermo Electron
Corp.). Todas las soluciones de panela acidificadas arti-
ficialmente fueron centrifugadas y microfiltradas como
se describié anteriormente.

Resultados y discusién

Cinética de pH

El pH descendié tan pronto como fueron adicionados
al sustrato de panela los granulos de KA y cémo siguié
acidificandolo en el tiempo de fermentacion a las tres
temperaturas evaluadas (25, 30 y 37 °C). El control
permanecié a un pH constante hasta presentar un leve
descenso a partir de la hora 12,5; posiblemente desa-
rrollado por levaduras que podrian contaminar duran-
te las repetidas lecturas de pH al insertar el electrodo
en la bebida. En general se observa (figura 1TA) que
la curva de acidificacién tiene inicialmente una pen-
diente mas pronunciada durante las primeras horas
de fermentacion, donde el pH desciende con mayor
velocidad. Luego la pendiente de acidificacion se hace
menos pronunciada, y el pH desciende con menor
velocidad hasta que presenta una tendencia a perma-
necer en un rango de valores muy cercanos, donde
posiblemente la actividad metabélica de los microor-
ganismos y la produccion de acidos podria resultar in-
hibitoria en el desarrollo de algunos microorganismos
(Garrote, 1999). Se determiné que la panela es un sus-
trato adecuado para el cultivo de los granulos de KA.
Ademas, se encontré que el pH descendia mas rapido
a medida que se aumentd la temperatura.
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Figura 1. (A): Cinética de pH para el sustrato de panela (4,15% de panela 'y 10% de granulos de KA). ®: 25 °C, O: 30 °C, V¥: 37

°C, A: blanco 25 °C, B: blanco 30 °C, O: blanco 37 °C.

(B): Incremento de la biomasa de los granulos de KA (10%) en solucién de panela (4,15%). ®: 25 °C, O: 30 °C, V¥: 37 °C.
Las barras de error representan la desviacién estandar de un triplicado.

Algunos autores han reportado la disminucién del pH
en sustratos azucarados para que sean fermentados
por el consorcio de microorganismos embebidos en el
granulo de KA. Silva et al. (2009) emplearon 10 g L'
de diferentes azdcares sin refinar (demerara, morena
y melaza) como sustrato de fermentacion para el KA
(in6culo del 0,6%), en los cuales analizaron el descenso
del pH durante un periodo de 7 dias, ajustando el pH
inicial a 5 con HCI 0,1M. Estos autores determinaron el
minimo pH de 3,3 para el azlcar demerara, 3,4 para el
azucar morena y de 3,5 para la melaza, luego de 48 h
de incubacién a 25 °C. En esta investigacion se encon-
traron niveles minimos de pH de 3,7 en periodos mas
cortos de tiempo (32,5 h) a 25 °C y en los que se em-
pleé panela como sustrato inoculado con 10% de gra-
nulo de KA, lo que permite concluir que la panela es un
medio adecuado para el cultivo de los granulos de KA.

Usando kéfir de leche, Garrote (1999) reporté un
descenso del pH luego de 48 h hasta un nivel de 4,5
cuando inocul6 la leche con 1% de kéfir. En esta inves-
tigacion, al emplear niveles de 1% de KA en el sustrato
acuoso de panela, se logré obtener a las 32,5 horas
de fermentacion valores de pH de 4,3 y 4,2 (dato no
mostrado) cuando dicha fermentacion se hizo a 25
°C, e inclusive siendo inferiores estos niveles de pH
cuando la fermentacion se realiz6 a temperaturas mas
elevadas (30 y 37 °C). La mayor capacidad de des-
censo de pH del KA en comparacion al kéfir de leche,
puede deberse a la falta de proteinas, calcio y fosfatos
en el sustrato de panela, que pueden actuar como sis-
temas buffer en una matriz alimenticia como la leche
(Edward & Herod, 1994).

La disminuciéon del pH es importante porque es un
indicador de la acidificacion debido a la conversion
de carbohidratos a productos derivados del proceso

fermentativo. Estos productos metabdlicos son impor-
tantes a su vez, ya que su presencia puede ser conside-
rada como uno de los medios principales y efectivos
para la inhibicién de microorganismos patégenos, por
lo que se cuantificaron en este estudio.

Relacion de microorganismos viables

Tal como se observa en la tabla 2 se encontré que las
BAL tuvieron su maximo recuento a 25 y 30 °C; las
levaduras estuvieron constantes y las BAA tuvieron sus
mayores recuentos a 25y 37 °C. En las fermentaciones
realizadas a 25 y 30 °C se observo que las BAL fueron
el grupo dominante. A diferencia de 37 °C donde hubo
un incremento de las levaduras y una disminucién de
las BAA mostrando una reorganizacion diferente. An-
teriormente se ha afirmado que la proporciéon de leva-
duras en el granulo de KA representa de 2 a 5% de la
flora total (Hallé et al., 1994), pero a esta temperatura,
la proporcién de los microorganismos cambié comple-
tamente, lo que podria traer consecuencias para la fer-
mentacion de la bebida porque se podria incrementar
su contenido alcohdlico. Ademas, la disminuciéon de
las BAL puede tener un efecto negativo en la produc-
cion del polisacarido que conforma el granulo de KA.
El reordenamiento en la relacion de microorganismos
de la bebida fermentada por los granulos de KA a una
temperatura de 37 °C, también podria ser atribuido a
que, a esta temperatura se desencadené una mayor
actividad metabdlica, en la cual hubo un mayor con-
sumo de componentes metabolizables proveniente de
la bebida de panela, y posteriormente un agotamien-
to de nutrientes consumidos por los microorganismos
fermentadores, lo que a su vez se pudo traducir en
muerte microbioldgica y/o la perdida de la capacidad
de crecimiento microbiano. Esto pudo ser evidenciado
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Tabla 2. Promedio del recuento de los microorganismos viables en el KA. UFC: unidades formadoras de colonias; BAL: Bacterias
acido lacticas; BAA: Bacterias dcido acéticas; Sci: Sustrato con indculo; Ssi: Sustrato sin inéculo; ND: No detectable; +: desviacién

estdndar. Ensayos realizados por duplicado

Temperatura de BAL Levaduras BAA
fermentacion (UFC ml") % (UFC ml) % (UFC ml") %
) Sci 6 +0,1x107 93,7 1£0,6x10° 1,56 3+0,3x10° 4,68
2 Ssi ND - ND ND
5 Sci 4£0,1x107 97,0 1£0,3x10° 2,40 5+0,3x 10° 1,2
07C Ssi ND - ND ND
5 Sci 1£0,09x10° 25 2+0,1x10° 50,0 1£0,3x 10° 25
e Ssi ND - ND ND
Blanco ND - ND ND

en primer lugar con una mayor produccién de acidos
organicos y un mayor descenso del pH, y en segundo
lugar en el recuento de la flora total de cada uno de los
fermentos. A 25 °C se cuantificé un total de 6,4x107
UFC ml" de microorganismos viables totales (suma de
todas las bacterias y levaduras), mientras que a 30 y
a 37 °C se cuantificaron cantidades inferiores, corres-
pondientes a 4x107 y 4x10° UFC ml", respectivamente.
Estos resultados muestran que la temperatura de fer-
mentacion juega un rol crucial en la relacion simbidtica
de los microorganismos que componen el granulo de
KA. La disminucién de la cantidad de microorganismos
podria jugar un rol muy importante en el mantenimien-
to del peso a través de repiques sucesivos del granulo
(Garrote, 1999). Algunos investigadores también han
reportado el contenido de microorganismos de be-
bidas azucaradas fermentadas con granulos de kéfir.
Texeira et al. (2010) fermentaron una solucién al 5%
de azdcar morena con granulos de kéfir (10% aprox.)
y luego de una fermentacion por 24 h a 25 °C obtuvie-
ron una relacién de microorganismos en la bebida fer-
mentada de 57,6% de BAL, seguido por las levaduras
con un 30,9% y las BAA con un 11,5%. En ese ensayo
como el reportado en ésta investigacion, las BAL re-
presentaron el grupo dominante, pero se observa una
relacion diferente de cada porcentaje de microorganis-
mos, siendo valores inferiores de BAL, si se lo compara
con nuestros resultados (94%), obtenidos cuando la
bebida de panela se ferment6 a la misma temperatura
(25 °C). Igualmente se observa que la cantidad de leva-
duras y BAA, es mayor a la encontrada en este estudio
en la bebida fermentada bajo idénticas condiciones.
Esta diferencia en la relacion de microorganismos, se
podria fundamentar en el origen y las condiciones de
fermentacion de los granulos, pudiendo esto ser un
factor determinante (Garrote, 1999). Sin embargo, se
observa que hay un predominio de las BAL con res-
pecto a los demas microorganismos cuantificados.

Los resultados obtenidos a las temperaturas de fer-
mentacion de 25 y 30 °C, concuerdan con los reporta-

dos por Simova (2002) y Teixeira et al. (2010), quienes
identificaron que las BAL eran el grupo de microor-
ganismos dominante y mas numeroso en el granulo
de kéfir de leche y kéfir de agua, respectivamente. Lo
anterior indica que los microorganismos que se encon-
traban en un alto recuento en la matriz del polisaca-
rido, pasaron a la bebida, debido posiblemente a su
poca adherencia al granulo (Jianzhong et al., 2009).

Produccion de biomasa

En la figura 1B se observa la tasa de crecimiento de
la biomasa expresada en gramos. Se demostré que la
temperatura de incubacion tuvo un efecto significativo
(p<0,05) luego del cultivo por 10 dias, obteniendo a
25 °C los mayores incrementos (123 £ 3,7 g). A 30 °C
se obtuvo un peso promedio final de 44 £ 0,4 g. A 37
°C se obtuvo el menor incremento en la biomasa, con
un peso promedio final de 13 £ 0,3 g, aumentando su
biomasa luego de 10 dias en tan solo 3 g, por lo que
es posible afirmar que ésta no fue una temperatura
Optima para la produccién de biomasa de los granulos.
El granulo de KA es capaz de fermentar durante anos
sustratos relativamente pobres en nitrogeno (Hallé et
al., 1994), como resulté ser la panela cuando se ana-
liz6 este parametro en nuestro laboratorio (dato no
mostrado). Por lo general, el azdcar disponible en los
sustratos de fermentacién habituales es la sacarosa,
pero algunos microorganismos del granulo son inca-
paces de metabolizarlo o lo hacen muy lentamente. En
este sentido, las levaduras se benefician del metabolis-
mo de las bacterias ya que muchas de ellas poseen las
enzimas especificas para desdoblar este disacarido; y
a su vez, las bacterias se benefician de las vitaminas y
aminodcidos producidos por las levaduras y liberados
luego de su lisis celular (Hallé et al., 1994). Diniz et
al. (2003), realizaron una curva de incremento de la
biomasa de granulos de KA (5 g) cultivandolos en un
sustrato compuesto de melaza (50 g L") a 25 °C, ob-
teniendo luego de 10 dias de incubacién alrededor de
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41 g, es decir, 88% de incremento de biomasa (%lIB).
En los experimentos realizados a 25 °C se obtuvo 92%
de 1B, demostrando la eficacia de nuestros granulos y
del sustrato de panela empleado para la fermentacion.
Estos resultados contrastan cuando se comparan con
el kéfir de leche, y en el que se ha reportado que la
mas alta produccion de biomasa se ha logrado cuando
se realiza la fermentacion a 37 °C, en vez de una tem-
peratura de 25 °C (Zajsej & Gorsek, 2011).

Los factores que afectan el incremento de la biomasa
del granulo de KA han sido poco estudiados, pero al
contrastar con los resultados previamente obtenidos
con el kéfir de leche, se podria asumir que si se man-
tiene en alto nimero la relacion de BAL-LEV, presentes
en la matriz del granulo, se logra un buen incremento
de la biomasa (Guzel-Seydi et al., 2011).

Estos resultados corroboran que la produccion del
polisacarido compuesto de dextrano que conforma el
granulo de KA, es mediada por las BAL, siendo ésta
una de las tareas principales y mas importantes para
su mantenimiento (Pidoux, 1989). Los geles de dextra-
no tienen la habilidad de inmovilizar microorganismos
y se pueden producir empleando para ello sustratos
econémicos que contenga azucares (Pidoux et al.,
1992), como lo es la panela.

Metabolismo de carbohidratos

La sacarosa, glucosa y fructosa fueron analizadas en
los SLC mediante HPLC. La sacarosa disminuy6 con
respecto al control (SSF) en todos los sobrenadantes
examinados (figura 2). La glucosa y la fructosa no au-
mentan significativamente, debido posiblemente a su
utilizacion en los procesos metabélicos de los microor-
ganismos del granulo de KA para producir acido lac-
tico principalmente. En el SLC8 (pH: 2,8; temperatura
de obtencion: 37 °C) se obtuvo la mayor disminucién
de la concentracion inicial de sacarosa, aproximada-
mente en un 95%, seguido del SLC5 (pH: 3,2; tempe-
ratura de obtencion: 30 °C) (74%) y el SLC2 (pH: 3,6;
temperatura de obtenciéon: 25 °C) (42%). Estos tres
sobrenadantes tuvieron un tiempo de fermentacién
superior al resto de sobrenadantes empleados (tabla
1), y ese mayor tiempo de contacto entre los granulos
y el sustrato, puede explicar la mayor hidrdlisis de la
sacarosa y su posterior asimilaciéon para la mayor pro-
duccion de AO y demas productos del metabolismo
de los microorganismos presentes. También se pudo
emplear parte de la sacarosa para la formacion del
exopolisacarido (EPS) mediante enzimas dextransucra-
sas (Salminen et al., 2004).

Aundlisis de dcidos orgdnicos

Con el fin de determinar si las diferencias en la inhibi-
cion fungica se deben a las variaciones en la produc-
cion de los AO, los SLC se analizaron por HPLC y se
determind la cantidad de los acidos lactico y acético.

-
@
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Figura 2. Cuantificacién de carbohidratos y dcidos organicos
en el sustrato sin fermentar (SSF) y los sobrenadantes libres
de células (SLC). Las barras de error representan la desvia-
cién estandar de un duplicado. Barra negra: Sacarosa, Barra
blanca: Glucosa, Barra gris: Fructosa, Barra Zig-Zag blanca:
Acido Lactico, Barra Zig-Zag gris: Acido Acético.

Se observa (figura 2) que las cantidades de acido lac-
tico son superiores a las del acido acético en todos
los sobrenadantes obtenidos, posiblemente porque
las BAL homofermentativas son mds numerosas que
las heterofermentativas y que las BAA (Teixeira et al.,
2010); y que la cantidad de acido lactico producido
aument6 con el tiempo de incubacién y la tempera-
tura. Ninguno de estos AO se pudo cuantificar en el
control (SSF). Pocos reportes han sido encontrados
acerca de la cantidad de AO producidos por la fermen-
tacion de sustratos azucarados por granulos de KA. En
2010, Teixeira et al., evaluaron los AO (lactico y acé-
tico) en una bebida hecha con azidcar morena (5%
m/v) fermentada con granulos de KA (11% m/v) por
un periodo de 24 h a temperatura ambiente (25 °C),
encontrando cantidades de 19,42 mmol L' de 4cido
lactico (aproximadamente) y 23,31 mmol L'de acido
acético. En nuestras fermentaciones realizadas tam-
bién a 25 °C, pero durante un periodo de tiempo de
aproximadamente 8 h mas, la concentracion de aci-
do lactico es un poco inferior, siendo de 15,5 mmol
L. Asi mismo, la concentracién de acido acético es
casi dos veces menor, en un valor de 8,4 mmol L. A
diferencia de lo reportado por Teixeira et al. (2010),
en todas nuestras fermentaciones, la concentracién de
acido acético siempre fue inferior a la del acido lacti-
co. Esta diferencia puede ser debida a la cantidad y re-
lacion de microorganismos que conforman el granulo.
En nuestro caso a 25 °C la cantidad de BAL, levaduras
y BAA correspondié a 93,75%, 1,56% vy 4,68%, respec-
tivamente. Y aunque en el estudio anteriormente cita-
do, las BAL eran el grupo dominante con un 57,65%,
la relacion de los microorganismos era diferente, co-
rrespondiente a 30,86% de levaduras y un 11,48% de
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BAA. Estas diferencias en las cantidades de microorga-
nismos, ademas del efecto que pudo tener la tempe-
ratura, pudieron derivar en las diferentes proporciones
de AO encontradas en las bebidas fermentadas por los
granulos de KA.

Los microorganismos que componen el granulo de KA
produjeron la hidrdlisis de la sacarosa, para ser meta-
bolizada junto con la glucosa y la fructosa que fueron
convertidos en otras sustancias que podrian tener im-
plicaciones importantes en la inhibicion de microorga-
nismos patégenos o contaminantes de alimentos.

Bioensayo

A las 48 h de incubacion a 25 °C la mayoria de los
sobrenadantes presentaron efecto antifiingico debido
a que produjeron un %RG superior al 20% (figura 3).
El SLC5 (pH: 3,2; temperatura de obtencion: 30 °C)
produjo el mayor %RG, del 50 y 47% para A. ochra-
ceus AFUNL9 y A. ochraceus FNSP, respectivamente.
La uUnica excepcion la present6 el SLC6 (pH: 4,0; tem-
peratura de obtencién 37 °C), que en ambas cepas
de A. ochraceus no logré disminuir su germinacion.
Esta incapacidad se podria vincular al hecho de que
este sobrenadante contenia altos indices de carbohi-
dratos no asimilados durante el periodo fermentativo
presentando el mas alto contenido de sacarosa (3,5
g L"), solo superado por el control (4,4 g L'"), ademas
de altas cantidades de glucosa y fructosa (ver figura
2). Estos carbohidratos disponibles pudieron desenca-
denar una germinacion mas acelerada y similar a la
del control. Los niveles de %RG de los conidios de
ambas cepas de A. ochraceus a las 48 h de incubacion
tuvieron diferencia estadisticamente significativa (p<
0,05). Por lo que cada sobrenadante que fue obtenido
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Figura 3. Porcentaje de reduccién de la germinacién (%RG)
de los conidios de A. ochraceus AFUNL9 y FNSP con los SLC
(vertabla 1). Las barras de error representan la desviacién es-
tandar de un octuplicado. Barra negra: A. ochraceus AFUNLDO,
Barra blanca: A. ochraceus FNSP.

a diferentes temperaturas, muestra una faceta tnica en
la inhibicion presentada y donde las concentraciones
de AO pudieron jugar un rol fundamental en la inhibi-
cién. Cada uno de los sobrenadantes contenia cantida-
des diferentes de AO producidos y demas productos
metabdlicos generados durante la fermentacion. Esta
particularidad hizo que cada sobrenadante produjera
resultados claramente distintos en el %RG, con lo que
se demuestra que el tiempo y la temperatura de fer-
mentacion fueron factores determinantes para la ma-
yor o menor inhibicién mostrada sobre ambas cepas
de A. ochraceus. Se esperaria que los sobrenadantes
con un mayor poder antifingico fueran aquellos fer-
mentados a la mas alta temperatura (37 °C), donde
hubo mayor cantidad de AO (lactico y acético), tal y
como puede apreciarse en el SLC8 (pH: 2,8; obteni-
do a 37 °C) (figura 2), que cumple dos caracteristicas
(bajo pH y mayor cantidad de AO), y adn asi éste no
sobresalié en la RG de los conidios de A. ochraceus. In-
dicando con estos resultados que pueden existir com-
puestos no relacionados con el pH o con la mayor
produccion de AO, ademas de los que fueron cuanti-
ficados (lactico y acético), y que pudieron también re-
ducir la germinacion de ambas cepas de A. ochraceus
a las 48 h de incubacion.

Efecto de los dcidos orgdnicos

Para evaluar si los AO lactico y acético fueron en gran
medida, los agentes responsables de los efectos inhi-
bitorios, se prepararon similes de los SLC7 (pH: 3,5;
obtenido a 37 °C), SLC5 (pH: 3,2; obtenido a 30 °C) y
SLC3 (pH: 4,0; obtenido a 30 °C) adicionando los aci-
dos en las mismas concentraciones a las encontradas
en los sobrenadantes provenientes de las fermenta-
ciones. Los similes de los tres sobrenadantes actuaron
de forma similar a los SLC sobre ambas cepas de A.
ochraceus, alcanzando el mayor %RG con el simil del
SLC7 (48 = 0,005 % sobre A. ochraceus AFUNL9 vy
47+0,004 % sobre A. ochraceus FNSP). De estos tres
sobrenadantes (y sus similes) el SLC3 contenia la me-
nor cantidad de AO y consecuentemente fue el que
produjo el menor %RG de ambas cepas de A. ochra-
ceus. Podriamos asumir que los AO jugaron un papel
fundamental en la inhibicion fldngica, ya que los similes
de los SLC redujeron la germinacion de los conidios
de A. ochraceus de ambas cepas. Como es conocido,
la forma no disociada de los AO es la principal causa
de su poder inhibitorio (Garrote et al., 2000). La capa-
cidad de estos acidos para reducir el pH del medio y
el caracter lipofilico de su forma protonada (no diso-
ciado), facilita su incursién a través de la membrana
celular (Bogaert & Naidu, 2000).

Efecto del pH

Para analizar la influencia que pudo tener el pH en el
%RG de los conidios de A. ochraceus de ambas cepas,
se acidifico artificialmente el sustrato acuoso de panela
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con HCl 3 M hasta alcanzar los tres pH de los SLC7
(pH: 3,5), SLC5 (pH: 3,2) y SLC3 (pH: 4,0). Los similes
de pH tuvieron efecto inhibitorio, aunque fueron signifi-
cativamente inferiores (p<0,05) a los obtenidos con los
sobrenadantes fermentados con granulo de KA (figura
4). Se podria asumir que ademas del pH intervinieron
otras sustancias inhibitorias en el %RG del hongo. En
contraste con estos resultados, Garrote et al. (2000) re-
portaron no haber encontrado que el pH tuviera algin
efecto inhibitorio per se, cuando acidificaron leche con
HCI para inhibir Escherichia coli. Pero, cuando agrega-
ron al medio, ya sea, acido lactico y/o acido acético
encontraron un efecto inhibitorio. En los resultados, las
soluciones acuosas de panela artificialmente acidifica-
das con un acido inorganico (HCI 3 M) tuvieron efecto
inhibitorio, sin necesidad de la presencia en el medio de
AO (acido lactico y/o acido acético), aunque fue inferior.
Se podria asumir que existe una accién antimicrobiana
debida a la reduccion del pH extracelular. Y, aunque se
considera que los acidos fuertes del tipo monoproético,
como el HCl no poseen accién antimicrobiana, como si
lo tienen los AO (Bogaert & Naidu, 2000); se ha descrito
que el efecto que tiene el pH, depende en gran medida
de otros factores, como pueden ser el tipo de sustrato,
la incubacion, la temperatura, la cepa del moho, entre
otras (Gourama & Bullerman,1995).

Efecto de la ebullicién de los sobrenadantes
libres de células

Los SLC3, SLC5 y SLC7 se sometieron a ebullicion du-
rante 5 minutos antes de realizar la prueba de %RG. El
SLC3 (pH: 3,5; obtenido a 25 °C) conservo la misma
accion inhibitoria que tuvo sin ebullicion; el SLC5 (pH:
3,2; obtenido a 30 °C) disminuyé significativamente
y el SLC7 (pH: 3,5 perdi6 su actividad antifingica (fi-
gura 5). Posiblemente los productos formados duran-
te el tiempo de fermentaciéon poseian una naturaleza
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Figura 4. Comparacién de los sobrenadantes libres de célu-
las (SLC) Vs. los similes de dcidos orgédnicos (AO) y pH. Las
barras de error representan la desviacién estdndar de un oc-
tuplicado. Barra negra: A. ochraceus AFUNLY, Barra blanca:
A. ochraceus FNSP.

termolabil ya que probablemente fueron destruidos,
volatilizados o desnaturalizados durante éste proce-
so. Powell et al. (2007) reportaron una bacteriocina
producida por Lb. plantarum ST8KF aislada de kéfir de
leche, la cual permanecié activa luego de ser someti-
da a una temperatura de 121 °C durante 20 minutos.
Lo anterior permite inferir que atdin los compuestos de
tipo proteico como las bacteriocinas pueden soportar
temperaturas elevadas, manteniendo su actividad inhi-
bitoria sin desnaturalizarse.

Conclusiones

En este estudio se investigd la actividad fermentativa
del KA en un sustrato econémico y de facil adquisicion
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Figura 5. Comparacién de la reduccién de la germinacién (RG) de (A) A. ochraceus AFUNLY y (B) A. ochraceus FNSP luego de 48 h
de incubacién a 25 °C entre los sobrenadantes libres de células 7 (SLC7) (pH: 3,5), SLC5 (pH: 3,2) y SLC3 (pH: 4,0); y los SLC
ebullidos (SLC Eb) por 5 min. Las barras de error representan la desviacién estandar de un octuplicado.
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y preparaciéon como lo es la panela. Se determiné que
el granulo inoculado en este sustrato y bajo diferentes
condiciones de incubacion, fermentaba hasta alcanzar
pH minimos de 2,8, conservaba el recuento de los
grupos microbianos de BAL, levaduras y BAA y que
conservaba la capacidad de producir biomasa. Adicio-
nalmente, los SLC obtenidos del sustrato fermentado
con granulos de KA, demostraron la capacidad de in-
hibir el crecimiento de A. ochraceus, constituyéndose
en una alternativa de biopreservacién de matrices ali-
mentarias.

Dicha actividad antifingica se atribuyé principalmen-
te a la combinacion del descenso del pH y los AO
producidos durante la fermentacion del sustrato, es-
pecialmente el lactico y el acético. No obstante, dado
el caracter complejo de la comunidad microbiana del
granulo de kéfir, serd necesario identificar la presencia
de otros compuestos con actividad antifdingica en los
SLC.
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