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Resumen

Este estudio forma parte de investigaciones que desarrollan en el area de Bromatologia, Dpto. de Quimica
Analitica y Alimentaria, Universidad de Vigo Campus Ourense, Espafia; cuyo objetivo final es producir
bebidas fermentadas con propiedades probidticas con granulos de kéfir en zumo de uvas tintas y blancas con
ello se estaria valorizando uvas no vinificables con escaso valor comercial o consumo directo. Y obteniendo
bebidas que combine efectos saludables de uva tinta fundamentalmente polifenoles con caracter antioxidante
y beneficios funcionales del kéfir. Se estudio las cinéticas de principales variables del proceso fermentativo,
se analiz6 el efecto del cambio de sustrato sobre la fermentacion y poblaciones microbianas del kéfir. El
procedimiento se llevo a cabo de la siguiente manera: se activaron el granulo, se llevé a cabo una serie de 4
cultivos sucesivos. En cada uno se incub6 el granulo en zumo de uva tinta no estéril durante 24 h. Se separ6
el granulo y se sustituyé6 zumo fermentado por zumo fresco. A las 12 horas de incubacion y en el zumo
fermentado tras 24 h se tomaron muestras, se centrifugaron para separar biomasa a partir de la cual se
determind la concentracién de células libres y las UFC de cada uno de los 3 grandes grupos microbianos
bacterias acido lacticas, acéticas y levaduras, y en los sobrenadantes se analizaron pH, azlcares y
metabolitos mediante HPLC. Adicionalmente se tomaron muestras al inicio y final de cada fermentacion para
determinar conteos BLA, BAC y LEV. De acuerdo a los resultados obtenidos, parece légico utilizar el producto
fermentado obtenido para una doble finalidad. La bebida obtenida por fermentacion de zumo de uvas tintas
con granulos de kéfir, podria ser utilizada como una nueva bebida alcohdlica por su elevado contenido en
etanol (~33 g/L), previa separacién de las células. Las células probi6ticas obtenidas, con alta viabilidad
podrian ser utilizadas para producir un suplemento alimenticio, por los potenciales beneficios, que su uso
podria producir sobre la salud de los consumidores del producto. Las concentraciones de biomasa libre
obtenidas en el zumo durante los dos primeros pases, oscilan entre 1 y 2 g/L, pero en el tercer pase, se
obtiene un valor maximo en torno a los 6 g/L. Este repunte en la produccion de biomasa libre en el tercer
pase, se corresponde también con el incremento del consumo de azlcares (glucosa y fructosa) a partir del
tercer pase (subcultivo), posiblemente porque en esta etapa ya los granulos de kéfir estaban adaptados a la
composicion del nuevo medio de fermentacion con respecto al medio de activacion. En cuanto a la formacion
de productos, llama poderosamente la atenciéon, en comparacién con los cultivos en suero de leche, las
elevadas producciones de etanol que superan en 4 veces, las obtenidas en suero de leche y el consumo
completo del &cido lactico del medio de fermentacion, la total ausencia de acido acético, ademas de la
produccion de cantidades apreciables de glicerol desde 2 g/L en el primer pase hasta aproximadamente 6 g/L,
en el cuarto pase. Todo ello sugiere una mayor actividad de la poblacién levaduriforme con respecto a las
poblaciones de bacterias lacticas y acéticas. El nivel de pH inicial del zumo de uva tinta (~3,8), adecuado para
el desarrollo de levaduras e inadecuado para el desarrollo de bacterias lacticas (BAL) y acéticas (BAC)
apoyan esta hipoétesis. La desaparicion de acido lactico del medio de fermentacion sugiere mas su utilizacion
por parte de las levaduras asimiladoras de este acido, que a un reconsumo por parte de las BAL debido a las
altas concentraciones iniciales de azlcares (glucosa y fructosa) en el medio de fermentacion.

Descriptores: bebida probidtica, fermentacion, kéfir, uvas tintas.
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Abstract

This study is part of research developed in the area of Food Science, Department of Analytical Chemistry and
Food, University of Vigo Ourense Campus, Spain.; whose ultimate goal is to occurring fermented beverages
with probiotic properties with kefir grains juice of red and white grapes would thus not valuing vinificables
grapes with low commercial value or direct consumption. And obtaining healthy drinks combining ink effects
mainly polyphenol grape character with antioxidant kefir and functional benefits. Kinetics main fermentation
process cash studied, the effect of change on the fermentation substrate and microbial populations analyzed
kefir. The procedure was carried out as follows: the pellet was activated, conducted a sequence of four
successive crops. In each one the juice grain was incubated of nonsterile red grape during 24 h. The grain
separated and juice fermented by fresh juice was replaced. At 12 hours of incubation and in the juice
fermented after 24 h samples were taken, centrifuged to separate biomass from which the concentration of
free cells and CFU of each of the 3 great microbial groups lactic acid bacterium was determined, acetic acid
and yeast, and the supernatants were analyzed pH, sugars and metabolites by HPLC. Additionally samples at
the beginning and end of each fermentation to determine counts BLA, BAC and LEV were taken. According to
the obtained results, it seems logical to use the product fermented obtained for one double purpose. The
beverage fermented juice kefir grains inks grapes, could be used as a new alcoholic beverage due to its high
ethanol content (~ 33 g/L), after separation of the cells. The probiotic cells obtained with high viability could be
used to occurring a food supplement, the potential benefits that their use might have on the health of
consumers of the product. Biomass concentrations of free juice obtained during the first two passes, between
1 and 2 g/L, but in the third pass, a maximum value at about 6 g/L is obtained. This rise in the production of
free biomass in the third pass, also corresponds with the increased consumption of sugars (glucose and
fructose) from the third passage (subculture), possibly because at this stage and kefir grains were adapted to
the composition of the fermentation medium again from the average activation. As for the formation of
products, catches the eye, compared to whey crops, high yields of ethanol exceeding 4 times, the whey
obtained full consumption and lactic acid medium fermentation, the total absence of acetic acid in addition to
the production of significant amounts of glycerol from 2 g/L in the first pass to about 6 g/L, in the fourth pass.
This suggests an increased activity of the population regarding yeast populations of lactic and acetic
bacterium. The initial pH level of red grape juice (~ 3.8), suitable for the growth of yeasts and unsuitable for the
development of lactic acid bacterium (LAB) and acetic acid (BAC) support this hypothesis. The disappearance
of lactic acid from the fermentation medium suggests further use by the assimilating yeasts of this acid, a
reconsumo by LAB due to high initial concentrations of sugars (glucose and fructose) in the fermentation.

Keywords: probiotic drink, fermentation, kefir, red grapes.

1. Introduccion una matriz de polisacarido (kefirano, 9-10%,
compuesto por 1 mol glucosa/l.14 moles galactosa)

El kéfir es una leche fermentada de reconocida fama  y proteinas (3,7-3,8%), agua (89,9-90,1%), azUcares

por sus propiedades nutritivas, producida por un (2,6-2,8%), grasas (2,0-2,1%), sales minerales (0,7-

consorcio microbiano denominado grano o granulo 1,1%) [7, 8, 9, 10, 11].

de kéfir [1] y originaria de las montafias del Caucaso.

Se populariz6 en Europa y actualmente se Propiedades funcionales atribuidas al kéfir

comercializa en el sudoeste de Asia, Norteamérica, Contiene ademas una heterogénea microflora [11]

Japén [2]; Argentina, Taiwan, Portugal, Turquia y  compuesta por bacterias lacticas (Lactobacillus,

Francia [3]. En Espafa fue introducido desde Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus,
Mallorca, en el Peru se elabora como bebida la Enterococcus), acéticas (Acetobacter) y levaduras
llamada chicha de gusano [5]. (Kluyveromyces, Saccharomyces, Candida) que

conviven en simbiosis.
Caracteristicas del granulo de kéfir
Miden entre 1-3 cm, de forma irregular, blandos, de  Es Inmunoregulador, antitumoral, antihipertensivo,
color blanca-amarillenta y con textura viscosa pero hipocolesterolémico, cicatrizantes, potenciador de la
firme [4] y similares a pequefios cogollos de coliflor. microbiota intestinal (probidtico, prebidtico) [6].
Se activan por transferencias diarias en leche fresca,
donde crecen en ~ 20 h. [5, 6]. Estan formados por
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2. Materiales y Métodos

Materiales

Activacion del granulo en leche entera. Inicio:
- Vaso de precipitados de 1L

- Colador de acero inoxidable

- Cuchara

- Agua destilada

- Papel de filtro

- Placa petri

- 3 matraces erlenmeyer de 50mL

- Probeta de 50 o 100 mL de plastico

- Tubo falcon (para analisis bioldgico)

- Tubo de ultracentrifuga pequefios de rotor grande

Toma de muestra y renovaciéon de sustrato

- Vaso de precipitados de 1L

- Colador de acero inoxidable

- Cuchara

- Agua destilada

- Papel de filtro

- Probeta de 50 0 100 mL de plastico

- 3 tubos falcon

- 3 vasos de precipitados de 100 mL

- Mosca agitadora

-3 tubos de ultracentrifuga pequefios de rotor
grande

Subcultivos en zumo de uva. Inicio:
- Vaso de precipitados

- Colador de acero inoxidable

- Cuchara

- Agua destilada

- Papel de filtro

- Probeta de 50 o 100 mL de plastico
- 3 matraces erlenmeyer de 50 mL

- Placa petri

Toma de muestra y renovacién del sustrato (fin e
inicio de subcultivo)

- Vaso de precipitados de 1L

- Cuchara

- Agua destilada

- Papel de filtro

- Probeta de 50 o 100 mL

- Puntas cortadas de 5 mL

- Pipeta de 5000 uL

- 3 tubos de ensayo

- 3 tubos de rosca

- 3 tubos de plastico de tapa verde

Cultivo en placa

- Tubos eppendorf de 2 mL

- Puntas azules de 1 mL

- Puntas amarillas de 100-200 mL
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- Placas petri con tres medios (YCG, MRS y AAB) +
plantilla

- Pipetas de 1000 y 100 uL

- Solucion salina (0,8 %)

Equipos

Activacion del granulo en leche
- Balanza de dos decimales

- Incubador orbital

- Ultracentrifuga

Subcultivos en zumo de uva
- Balanza de dos decimales

- Incubador orbital

- Centrifuga de botes

Condiciones de cultivo

Unidad experimental

Activacion del granulo en leche

3 matraces erlenmeyer de 50 mL con su tapén, 3 g
de granulo y 60 mL de leche entera.

Subcultivos en zumo de uva

1° subcultivo

Matraz erlenmeyer de 50 mL con su tapén con 2,5 g
de granulo y 50 mL de zumo de uva.

Series experimentales

Activacion del granulo en leche

Fueron tres series experimentales, exactamente

iguales.

- Series A: 3 g granulo + 60mL leche entera agitado
a 150 rpmy 20°C

- Serie B: 3 g granulo + 60mL leche entera agitado a
150 rpm y 20°C

- Serie C: 3 g granulo + 60mL leche entera agitado
150 rpm y 20°C.

Subcultivos en zumo de uva

Fueron de tres series experimentales iguales, una

por cada serie experimental anterior.

- Serie Ai: 2,5 g de granulo + 50 mL de zumo
agitado a 150 rpm y a 20°C

- Serie Bi: 2.5 g de granulo + 50 mL de zumo
agitado a 150 rpm y a 20°C

- Serie Ci: 2.5 g de granulo + 50 mL de zumo
agitado a 150 rpm y a 20°C

Procedimiento:

Activacion del granulo de kéfir en leche. Inicio:

- Se descongel6 el granulo de Kkéfir en agua
templada-fria.

- Se coloco el granulo sobre un vaso de precipitados
de 1L.

- Se lavé con agua destilada.
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- Se secO sobre papel de filtro apoyando el colador
con el granulo sobre el papel.

- Se pes6 una cantidad de 2,5 g de granulo en placa
petri (uno por cada serie experimental).

- Se deposité sobre un matraz Erlenmeyer de 50 mL
junto con 60 mL de leche entera medida con
probeta.

- Se puso las series experimentales a agitar a 150
rpmy a 20 °C (temperatura ambiente).

- Se tomo6 datos de muestra a tiempo 0 de la leche.

Toma de muestray renovacion de la leche

- Se col6 el granulo sobre un vaso de precipitados
de 100 mL.

- El vaso anterior se agité con una mosca agitadora
y se tomaron 1 mL, se vertié en un tubo pequefo
de centrifuga de rotor grande.

- Se lavé el granulo con agua destilada sobre un
vaso de precipitados de 1 L y se sec6 apoyando el
colador sobre papel de filtro.

- A continuacion se vertieron 60 mL de leche
medidos con probeta y el granulo en su interior

- Este paso se realiz6 cada 24 h.

Toma de muestra al final de la activacién

- Se colé el granulo sobre un vaso de precipitado de
100 mL.

- Del vaso anterior se toman 1 mL.

- Se lavd el granulo con agua destilada sobre un
vaso de 1 L y se secd sobre papel de filtro
apoyando el colador.

- Se pesaron 0,5 g de granulo en una placa petri y se
echaron sobre una bolsa de stomacher a la que se
afiadieron 50 mL se NacCl (0,8%)

- Se tritur6 el contenido y se tomaron 3 mL del
liquido (1 mL 3 veces) y se vertieron sobre un tubo
de ensayo.

- Se hizo el procedimiento por duplicado.

- El resto del granulo se guardd en un bote pirex con
leche y se conservo en la nevera.

Inicio en subcultivos en zumo de uvatinta

- Se llevé 2,5 g de granulo de cada una de las series
experimentales anteriores (se activo en leche) a
tres matraces erlenmeyer de 50 mL, uno por cada
serie experimental. Previamente el granulo se lavo,
se secl y se peso.

- Se midi6 con probeta 50 mL de zumo de uva y se
vertieron en el matraz.

- Se coloco los matraces en el incubador a 150 rpm
y a 20 °C.

Toma de muestra y renovacion del zumo

Se agitaron el matraz de cada una de las muestras
con la mano y se pipeteé la parte superior del
mismo.

Volumen 12, nimero 1

41

Julio 2015

- Se pipetearon 5mL de muestra para un tubo de
rosca y otros 5 mL (se agit6 nuevamente) para un
tubo de ensayo.

- Se tom6 muestra a las 12 h, se anadieron 10 mL
de zumo limpio medidos con probeta y se
colocaron otra vez el bote en el incubador.

- Se tom6 muestra a las 24 h y se procedi6 de la
siguiente manera:

a. Se peso el colador sobre la balanza (dentro de
campana apagandola).

Cada uno de los matraces erlenmeyer se colo6

reteniendo el granulo en un vaso pirex de 100

mL.

Del vaso anterior se tomaron 1 mL, a un tubo

falcon

. A continuacién se sec6 y se pesoO el granulo

(dentro de campana apagandola).

Se midieron 50 mL de zumo con probeta y se

vertieron sobren los matraces

f. Por ultimo se colocaron otra vez los matraces en

el incubador.

b.

Biomasa granulo

- Se cogieron 1 g de granulo y se echaron sobre un
bote de orina estéril de 50 mL con 20 mL de NacCl
(0,8 %)

- Se trituraron mediante ultratirrax (2 min al 2,2 min
en agua a 60 °C y se repitié el proceso)

- Posteriormente se depositaron 1 mL en eppendorf
de 2 mL y se centrifug6 a 14 500 rpm/10 min.

- Se tir6 el liquido sobrenadante y apliqué el kit de
extraccion al pellet resultante

Medida de la biomasa libre

- Se centrifug6 los 5 mL cogidos de cada muestra a
los tubos de rosca en la centrifuga de tubos a 4000
rpm/10 min.

- Se guardd el sobrenadante en tubos de rosca
verdes y el precipitado se resuspendié en 5 mL de
NaCl (0,8 %), se agitd en vértex y se midié la
absorbancia a 700 nm.

Cultivo en placa

Granulo

- Solamente se hizo al final del cultivo y para cada
matraz

- Después que se seco, el granulo se pes6 en una
placa petri 1 g del mismo y se hech6 en una bolsa
de stomacher con 100 mL de NacCl (0,8 %).

- El contenido anterior de la bolsa se tritur6 en el
stomacher y se tom6 3 mL con una pipeta de 1 mL
a un tubo de ensayo.

- De los 3 mL cogidos de la bolsa del stomacher, se
tomaron 0,2 y se depositaron sobre un tubo
eppendorf de 2 mL sobre el que previamente se
habia vertido 1,8 mL de NacCl (0,8 %).
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- Se agit6 el tubo para hacer diluciones seriadas en
otros tubos eppendorf de 2 mL con también 1,8 mL
de NacCl (0,8 %).

- Se cultivé en placa mediante spots de 10 uL en 3
medios (YGC, MRS y AAB) por duplicado cada
uno.

Biomasa libre

- De los 5 mL pipeteados de la muestras a los tubos
de ensayo, se tomaron 0,2 de cada uno y se
depositaron sobre un tubo eppendorf de 2 mL
sobre el que previamente se habia vertido 1,8 mL
de NacCl (0,8 %).

- Se agit6é el tubo y se hizo diluciones seriadas en
otros tubos eppendorf de 2 mL con también 1,8 mL
de NacCl (0,8 %).

Se cultivd en placa mediante spots de 10 uL en 3

medios (YGC, MRS y AAB) por duplicado cada uno.

Andlisis de azlcares, acidos y alcoholes (HPLC)
Se descongelé las muestras a cada tiempo
congeladas de sobrenadante, se diluyeron x2 y x25
con agua milli-Q cada una y se filtr6 a través de
filtros de acetato de celulosa con tamafo de poro de
0,45 um y se pincharon en el HPLC.
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Figura 1: Activacion de los granulos de kéfir

Las figuras 1 y 2 muestran a detalle la secuencia
seguida en la activacion de granulos de kéfir y
cultivo fermentado en zumo de uvas tintas

Como el granulo se almacena congelado,
necesario activar los microorganismos antes
realizar la fermentacion con zumo de uva.

Para ello, se hicieron una serie de 7 ciclos
activacion consistentes en el cultivo del granulo
su sustrato natural (leche) durante 24 h cada uno.
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Figura 2: Cultivo fermentado en zumo de uvas tintas

Una vez activado el granulo, se llevé a cabo una
serie de 4 cultivos sucesivos.

En cada uno de ellos se incub6 el granulo en zumo
de uva tinta no estéril durante 24 h. Transcurrido
este tiempo, se separ6 el granulo y se sustituy6 el
zumo fermentado por zumo fresco.

Toma de muestras: A las 12 horas de incubacién y
en el zumo fermentado tras 24 h se tomaron
muestras, que se centrifugaron para separar la
biomasa (a partir de la cual se determin6é la
concentracion de células libres y las UFC de cada
uno de los 3 grandes grupos microbianos: BLA, BAC
y LEV), y en los sobrenadantes se analizaron pH,
azucares y metabolitos mediante HPLC.

Adicionalmente se tomaron muestras al inicio y final
de cada fermentacion (pase) para determinar los
conteos de bacterias lacticas acéticas y levaduras.
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3. Resultados y discusion
En la presente figura 3, se muestran resultados de la

fermentacién de zumo de uvas tintas con granulos
de kéfir.
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Figura 3: Fermentacién de zumo de uvas tintas con
granulos de kéfir.

Como se puede observar, las concentraciones de
biomasa libre obtenidas en el zumo durante los dos
primeros pases, oscilan entre 1 y 2 g/L, pero en el
tercer pase, se obtiene un valor maximo en torno a
los 6 g/L. Este repunte en la produccion de biomasa
libre en el tercer pase, se corresponde también con
el incremento del consumo de azucares (glucosa y
fructosa) a partir del tercer pase (subcultivo),
posiblemente porque en esta etapa ya los granulos
de kéfir estaban adaptados a la composicion del
nuevo medio de fermentacion (zumo de uvas tintas)
con respecto al medio de activacion (leche entera).
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Tabla 1: Niveles promedios obtenidos por cada
medio de cultivo, segin compuesto (g/L) tras el
cuarto pase.

Compuesto Cultivos en Cultivos en
suero de zumo de uvas
leche tintas

Acido lactico 26,80 0,00

Acido acético 1,40 0,00

Etanol 8,30 33,2

Glicerol 0,00 5,51

Biomasa libre 0,27 1,88

X : biomasa F :fructosa

G : glucosa Gl :glicerol

PG : peso del granulo AL : acido lactico

Et : etanol

En cuanto a la formacion de productos, llama

poderosamente la atencion, en comparacion con los
cultivos en suero de leche, las elevadas
producciones de etanol (que superan en 4 veces, las
obtenidas en suero de leche) y el consumo completo
del acido lactico del medio de fermentacion, la total
ausencia de acido acético, ademas de la produccion
de cantidades apreciables de glicerol (desde 2 g/L
en el primer pase hasta aproximadamente 6 g/L, en
el cuarto pase).

Todo ello sugiere una mayor actividad de la
poblacion levaduriforme con respecto a las
poblaciones de bacterias lacticas y acéticas. El nivel
de pH inicial del zumo de uva tinta (~ 3,8), adecuado
para el desarrollo de levaduras e inadecuado para el
desarrollo de bacterias lacticas (BAL) y acéticas
(BAC) apoyan esta hipotesis.

La desaparicion de &cido lactico del medio de
fermentacion sugiere mas su utilizacion por parte de
las levaduras asimiladoras de este acido, que a un
reconsumo por parte de las BAL debido a las altas
concentraciones iniciales de azucares (glucosa y
fructosa) en el medio de fermentacion.
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Figura 4: Evolucién de las diferentes poblaciones
microbianas durante la fermentacion

En la figura 4 se muestra la evolucién de las
poblaciones levaduriformes, BAL y BAC durante el
cultivo.

Como se puede observar, aun cuando las
producciones de productos (lactico, acético, glicerol
y etanol) sugieren lo contrario, las tres poblaciones
evolucionaron de forma similar, alcanzandose para
cada tipo de microorganismo, concentraciones
superiores a 108 UFC/mL de medio fermentado.

Estas observaciones sugieren que las poblaciones
de BAL y BAC crecen a expensas de los azucares
del medio de fermentacion y de los productos
producidos por la actividad de las levaduras y que
éstas se benefician también del metabolismo de las
dos primeras.

Sin embargo, conviene recordar que las células en el
medio de fermentacion, pueden ser el resultado de
la liberacion continua de células desde el granulo
producto de la agitacion, y de la multiplicacién de las
células liberadas en el zumo.
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Tabla 2. Niveles promedios obtenidos por medio de
cultivo, segun microorganismo (UFC/mL) tras el
cuarto pase.

Microorganismo  Cultivos en Cultivos en
suero de zumo de uvas
leche tintas
BAL (UFC/mL) 2,1x10* 5,8 x 107
BAC (UFC/mL) 1,5x10* 9,3 x 107
LEV (UFC/mL) 1,2 x 10* 7,3 x 107

BAL : Bacterias acido lacticas
BAC : Bacterias acido acéticas
LEV : Levaduras

En cualquier caso, los niveles de células que se
obtienen en el zumo son superiores a los
referenciados por diferentes investigadores, como
minimos (10° UFC/mL o 10° UFC/g) para observar
efectos probiéticos en las entidades hospedadoras.

Por otra parte, las concentraciones de las diferentes
especies microbianas (levaduras, BAL y BAC) fueron
en el zumo de uvas tintas, de tres Ordenes de
magnitud superiores a las obtenidas en el suero de
leche.

Esto indica, que el zumo constituye un medio de
cultivo mas adecuado para el desarrollo de las
poblaciones presentes en el granulo de kéfir, debido
a la presencia de glucosa y fructosa, que son
fuentes de carbono de mas facil asimilacién por
parte de los microorganismos, que la lactosa del
suero de leche.

4. Conclusiones

1. Los niveles de productos finales (biomasa libre,
etanol, &cidos lactico y acético, glicerol) son
diferentes a los obtenidos en suero de leche. Asi,
los niveles de biomasa libre, etanol y glicerol en
zumo de uvas tintas son superiores, pero los
niveles de acidos son inferiores.

. De acuerdo a los resultados obtenidos, parece
l6gico utilizar el producto fermentado obtenido
para una doble finalidad:

2.1. La bebida obtenida por fermentacién de
zumo de uvas tintas con granulos de kéfir, podria
ser utilizada como una nueva bebida alcohélica
(basicamente un destilado) por su elevado
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contenido en etanol (~ 33 g/L), previa separacion
de las células.

2.2. Las células probidticas obtenidas, con alta
viabilidad podrian ser utilizadas para producir un
suplemento alimenticio, por los potenciales
beneficios, que su uso podria producir sobre la
salud de los consumidores del producto.
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