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RESUMEN

Antecedentes: El kefir de agua (KA) es una bebida producida con soluciones azucaradas fermenta
das con gránulos constituidos por bacterias ácido lácticas (BAL) y levaduras embebidas en una matriz 
de polisacárido. Aspergillus ochraceus es un hongo filamentoso micotoxigénico, contaminante frecuente 
y productor de ocratoxina en café, uvas y vino. Se ha estudiado la actividad antifúngica de productos 
fermentados por BAL pero hasta ahora no se conocen estudios sobre la capacidad antifúngica del KA. 
Objetivos: Evaluar la capacidad antifúngica de soluciones de panela fermentadas a diferentes tiempos y 
temperaturas con KA sobre A. ochraceus. Metodos: Se inocularon 10 uL de una suspensión (3x107 conidios. 
ml-1) de A. ochraceus en agar malta mezclado con sobrenadantes libres de células (SLC) de los productos 
fermentados, incubando a 25°C y midiendo diariamente el diámetro del micelio, con lo cual se determinó 
el efecto antifúngico sobre la tasa de crecimiento y la fase de latencia. Se determinó la concentración de 
ácidos orgánicos (AO) en los SLC mediante HPLC. Resultados: Los productos fermentados por mayor 
tiempo y temperatura tuvieron mayor concentración de (AO) y mayor descenso de pH siendo el SLC8 
(pH: 2,8) el más inhibitorio. Conclusiones: La solución de panela en agua fue adecuada para fermentación 
con gránulos de KA, obteniéndose metabolitos con propiedades antifúngicas como los AO.
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ABSTRACT

Background: Water kefir (WK) is a drink, from sugary solutions fermented with kefir grains, 
which contain lactic acid bacteria (LAB) and yeasts. A. ochraceus is a mycotoxigenic filamentous mold 
that contaminates and produces ochratoxin in coffee grains, grapes and wine. The antifungal activity 
of LAB fermented products has been studied, but there is no evidence yet of the antifungal activity of 
WK. Objectives: The objective of this work was to assess the inhibitory power of the panela solutions 
fermented with WK at different times and temperatures on Aspergillus ochraceus. Methods: 10 ^L of a 
solution containing 3x107 conidia.ml-1 of A. ochraceus were inoculated in malt extract agar, mixed with 
cell free supernatants (CFS), obtained from the fermented products, incubated at 25°C and taking four 
daily mycelium diameter measures, in order to calculate the growth rate and Lag phase. The organic acids 
(OA) concentration in the CFS was determined by HPLC. Results: The CFS fermented for a longer
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time and higher temperature than the others presented the upper concentration of OA, and also the main 
decrease of the pH, being the CFS8 (pH: 2.8) the most inhibitory Conclusions: The Panela solution was 
suitable for the fermentation with WK, obtaining metabolites like organic acids with antifungal properties 

Keywords: Kefir, organic acids, antifungal, Aspergillus ochraceus.

INTRODUCCIÓN

Los hongos filamentosos son alteradores co
munes de semillas y alimentos, causan reduccio
nes significativas de la producción, al disminuir 
la capacidad germinativa de los granos, afectando 
su calidad nutricional (1) conllevando pérdidas 
económicas y produciendo micotoxinas. El con
sumo de micotoxinas por el hombre y animales a 
través de los alimentos está asociado a intoxicaciones 
alimentarias y micotoxicosis, resultando en algunos 
casos en la muerte (2). Aspergillus ochraceus produce 
Ocratoxina A (OTA), que es una micotoxina ne- 
frotóxica (3), y ha sido aislado principalmente de 
muestras de café (4-8), siendo considerado como 
la mayor causa de la presencia de OTA en dicho 
producto (9). No obstante también se ha aislado de 
un amplio rango de alimentos, que incluyen frutos 
secos, semillas oleaginosas, vino, pimienta, etc. (10). 
Se ha estudiado con amplitud la capacidad antifún- 
gica de las BAL, de los productos fermentados y los 
metabolitos ácidos producidos. Se ha determinado 
que los ácidos con mayor actividad contra Aspergillus 

fumigatus y A. nidulans, son el propiónico y el acético 
y el de menor capacidad antifúngica es el láctico (11 
). También se ha determinado el efecto combinado 
que ejerce la temperatura y el ácido propiónico 
comercial empleado en panificación, inhibiendo el 
crecimiento de A. parasiticus (12). Otros autores han 
demostrado que el ácido láctico en concentraciones 
entre 0,2 y 2,5 % puede inhibir bacterias y hongos 
(13). Se ha determinado la concentración inhibitoria 
mínima (CIM) para A. flavus de 0,24% de ácido 
acético y de 3,00% de ácido láctico y la disminución 
de ambas concentraciones por el efecto sinérgico 
llegando a una concentración inhibitoria fraccio
naria de 0,1% ácido láctico:0,18% ácido acético (14). 
También se ha descrito la actividad antifúngica de 
otros metabolitos producidos por las BAL como el 
peróxido de hidrógeno, el diacetilo (15), el ácido 
fenil-láctico (16-17) y dipéptidos cíclicos como ciclo 
(Gly-L-Leu), ciclo (L-Phe-L-Pro), ciclo (Phe-trans- 
4-OH-L-Pro) (18-20).

Entre los productos fermentados naturalmente 
que presentan un potencial antifúngico se encuentra 

el kefir de agua (KA), bebida fermentada mediana
mente ácida, que entre otros compuestos contiene 
CO2 y etanol. Para su elaboración se emplea el 
gránulo de kefir el cual consiste en un consorcio 
de microorganismos embebidos en una matriz 
de dextrano (21), de forma irregular (5-20 mm), 
apariencia translúcida y estructura elástica; que 
incrementa su tamaño y peso a través de repiques 
sucesivos (22, 23). El consorcio microbiano está 
conformado por levaduras, bacterias ácido acéti
cas (BAA), pero mayoritariamente por bacterias 
ácido lácticas (BAL) (21, 24). Las BAL emplean 
la sacarosa para sintetizar el gránulo mediante 
enzimas glucosiltransferasas (23) o la fermentan 
junto a otros carbohidratos (fructosa y glucosa) 
sintetizando productos de bajo peso molecular, 
principalmente ácidos orgánicos (AO), que pueden 
exhibir propiedades antimicrobianas, ya que en su 
forma protonada difunden libremente a través de la 
membrana celular y disminuyen el pH intracelular 
al ionizar en su interior (14, 25). Adicionalmente a 
los estudios de capacidad antifúngica con BAL, se ha 
demostrado la capacidad fungicida de los productos 
fermentados con gránulos de kefir de leche sobre A. 

flavus en concentraciones al 10% v/v en el medio de 
cultivo (26) y del suero fermentado con gránulos de 
kefir sobre A. fumigatus, A. parasiticus, A. flavus, A. 
terreus, Rhizopus sp y Trichoderma longibrachiatum (27).

Con el fin de obtener productos de kefir econó
micos, se requiere el uso de sustratos de bajo costo. 
Uno de ellos es la panela, edulcorante obtenido de la 
caña de azúcar (Saccharum officinarum L), de alto con
sumo en América latina usado para endulzar zumos, 
té, infusiones, refrescos, mermeladas, galletas, etc. 
En Colombia es una bebida popular conocida como 
“agua de panela” o “aguadulce”, (mezcla de agua y 
panela). Aún cuando es un sustrato rico en azúcares 
fermentables, hasta el momento no se ha reportado 
su empleo como sustrato para la fermentación con 
gránulos de kefir. El uso de un sustrato de panela 
fermentada con gránulos de KA, que contenga al
gunos de los metabolitos descritos, podría aportar a 
la industria de alimentos en la demanda por la bio- 
preservación de alimentos, disminuyendo el uso de 
preservantes de origen químico que podrían alterar 
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la calidad de éstos. El objetivo de este trabajo fue 
evaluar la capacidad antifúngica de 8 sobrenadan
tes libres de células, obtenidos por la fermentación 
de una solución de panela en agua (41,5 g.L-1) con 
gránulos de KA (10% m/v) a 3 diferentes tempera
turas (25, 30 y 37°C), contra el crecimiento in vitro 
de Aspergillus ochraceus AFUNL9.

MATERIALES Y MÉTODOS

Preparación del sustrato de fermentación

El sustrato fue preparado con 41,5 g.L-1 de panela 
en polvo (Exito®), obtenida en un supermercado 
de la ciudad de Medellín (Colombia), disuelta en 
agua de grifo y sometida a ebullición por 1 minuto.

Cultivo de los gránulos de kefir de agua

Los gránulos de KA fueron cedidos por la Cá
tedra de Microbiología de la Facultad de Ciencias 
Exactas de la Universidad Nacional de La Plata (La 
Plata, Provincia de Buenos Aires, Argentina). El 
producto se fermentó a tres diferentes temperaturas 
(25, 30 y 37°C) adicionando 10% m/v de gránulos 
de KA a una solución acuosa de panela (4,15% m/v), 
previa ebullición, hasta alcanzar el pH deseado 
(tabla 1) y por un tiempo máximo de 32,5 h.

Tabla 1. Sobrenadantes libres de células (SLC) obtenidos 
por fermentación de solución acuosa de panela (4,15% 
m/v) con gránulos de kefir de agua (10% m/v).

Temperatura de 
fermentación 

(°C)

Tiempo de 
fermentación 

(h)a
pH final SLCb

25 9 4,0 SLC1

25 32,5 3,6 SLC2

30 3,5 4,0 SLC3

30 11,5 3,5 SLC4

30 32,5 3,2 SLC5

37 2,5 4,0 SLC6

37 8 3,5 SLC7

37 32,5 2,8 SLC8

a Tiempo de fermentación requerido para alcanzar el pH final. 
bCódigo asignado a cada SLC que fue obtenido a diferentes tempera
turas y tiempos de fermentación.

Recuento de microorganismos en el producto 
fermentado

El recuento de los microorganismos se realizó 
en los productos que se dejaron más tiempo en fer
mentación (32,5 h; Tabla 1). Finalizado este periodo, 

se separaron de los gránulos mediante un tamiz con 
un tamaño de malla de 1 mm2. Las BAL, BAA y 
levaduras fueron enumeradas por la siembra de 100 
;U,l de cada dilución en superficie (28) empleando 
tres diferentes medios de cultivo: Man Rogosa y 
Sharpe (MRS) (Merck®, Darmstadt, Alemania) 
para el crecimiento de BAL, Agar-Oxitetraciclina- 
glucosa-extracto de levadura (OGY) (Merck®, 
Alemania) para las levaduras, y para el recuento de 
las BAA se usó un medio compuesto de D-manitol 
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO. USA), Extracto de 
levadura (Oxoid®, Cambridge, Inglaterra), Peptona 
(Dibico®, México D.F. México), y Agar (Merck®, 
Alemania) (29). Además como diluyente para los 
recuentos, se usó agua de peptona al 0,01% m/v 
(Merck®, Alemania) fraccionados en frascos que 
contenían 90 ml y en tubos de ensayo tapa rosca 
que contenían 9 ml. Todos los medios fueron este
rilizados en autoclave a 121°C y 1054 kg.cm2 por 15 
minutos. Los agares una vez estériles fueron verti
dos (15 ml) en cajas de petri plásticas, dentro de una 
cabina de flujo laminar, donde se dejaron hasta su 
enfriamiento y posterior empleo. Para determinar 
el recuento de bacterias, las placas fueron incubadas 
a 37°C por un periodo de 48 h, mientras que para 
determinar el recuento de levaduras se incubó a 
25°C por un periodo de 5 días; posteriormente se 
cuantificaron las unidades formadoras de colonia 
(UFC.ml-1) (28).

Obtención de los sobrenadantes libres de cé
lulas (SLC)

Los productos fermentados se separaron de los 
gránulos y se centrifugaron a 3500 x g por 15 minu
tos (Hettich®, Tuttlingen, Alemania), para precipitar 
los microorganismos. Los sobrenadantes obtenidos 
se filtraron mediante membrana estéril con poros de 
0,45 ;U,m (Advantec MFS®, Dublin, CA, USA). Los 
8 sobrenadantes libres de células (SLC) obtenidos se 
almacenaron a -20°C hasta su posterior empleo y se 
clasificaron según la tabla 1. Una vez se determinó 
cual era el SLC con mayor actividad antifúngica se 
procedió a alcalinizarlo con NaOH 0,1 N hasta 
pHs superiores al suyo (3,5 y 4,0).

Preparación del inóculo de Aspergillus ochraceus

Aspergillus ochraceus AFUNL9, aislado de mues
tras de cereales, proveniente de la cátedra de mi
crobiología de la Universidad Nacional de la Plata 
(La Plata, Provincia de Buenos Aires, Argentina). 
Cultivado en tubos con agar Sabouraud inclinado 
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(Merck®, Alemania) a 25°C hasta su esporulación. 
El inóculo de esporas fue preparado por lavado de la 
superficie del agar con una solución estéril de lauril 
sulfato de sodio (Merck®, Alemania) al 0,01% m/v 
en solución de glucosa al 1% m/v (Carlo Erba®, Mi
lán, Italia). Se adicionaron 10 ml de la solución sobre 
el cultivo, se rasparon los conidios suavemente con 
espátula estéril y se realizaron diluciones seriadas. 
El número de conidios se determinó por recuento 
en cámara de Neubauer.

Determinación de la actividad antifúngica 
(ensayo de difusión en agar)

Los SLC se usaron como compuesto antifúngico 
in vitro contra el crecimiento del moho toxigénico 
A. ochraceus AFUNL9, cultivado en agar extracto 
de malta (EM) preparado con extracto de malta 1% 
(Oxoid®, Hampshire, Inglaterra), extracto de leva
dura 2% (Merck®, Alemania) y agar 2% (Merck®, 
Alemania). Cada SLC fue mezclado con agar EM a 
una temperatura aproximada de 40°C y vertido en 
cajas de petri plásticas, dejándose secar en cabina de 
flujo laminar. Tres concentraciones de los SLC en 
el agar EM fueron probadas: 1/2, 1/10 y 1/100; para 
la concentración 1/2 se usó agar EM doblemente 
concentrado. Una alícuota de 10 ul de la solución 
de esporas que contenía 3x107 conidios.ml-1 de A. 
ochraceus AFUNL9, fue inoculada en el centro del 
agar EM con una micropipeta (Brand®, Wertheim, 
Alemania) tomándose como diámetro inicial el co
rrespondiente al inóculo (11, 12, 14, 25). Las cajas de 
petri se incubaron a 25°C en aerobiosis. Dado que 
los mohos filamentosos crecen de forma circular en 
medios sólidos, se tomaron cuatro medidas diarias 
del diámetro del micelio en ángulo recto desde el 
centro de cada colonia al colocarlas sobre una caja 
milimetrada e iluminada. Las lecturas se realizaron 
hasta que el moho alcanzara el diámetro completo 
de la caja de petri (85 mm). Se empleó un control 

positivo al que se le adicionó solución acuosa de 
panela (41,5 g.L-1) sin fermentar y esterilizado por 
filtración, tal como ya fue descrito. Todo el expe
rimento fue realizado por triplicado.

Determinación de los parámetros cinéticos del 
crecimiento de A. ochraceus AFUNL9

La velocidad de crecimiento diametral (KD), 
expresado en mm.h-1 fue calculada por la regresión 
lineal del diámetro del moho contra el tiempo en 
la fase de crecimiento, empleando el programa 
SigmaPlot 9,0® (Systat Software, Inc., Chicago, IL, 
USA). La fase de latencia (fase Lag) expresado en 
h, correspondió al tiempo en el que el moho logró 
superar el diámetro inicial del inóculo y se calculó 
mediante la ecuación 1 (11, 12, 14, 25).

Lag (h) = (G — Y0) / KD (Ecuación 1)

Donde:
G= Diámetro inicial del inóculo.
Y0= Punto de corte de la recta de la regresión lineal 

en el eje Y.
KD= pendiente de la recta de la regresión lineal del 

crecimiento fúngico.

Determinación del Índice de Inhibición de 
la tasa de crecimiento del moho (IIKD) y el 
Índice de Incremento de la fase Lag (IILag)

Ya que se asume que la presencia del SLC en 
el medio de cultivo disminuirá la velocidad de 
crecimiento (KD) del moho y aumentará el tiempo 
necesario de adaptación, se calcularon los índices 
que relacionan la tasa de crecimiento y la fase de 
latencia de los tratamientos con los del control. Por 
lo anterior, se consideraron los índices de inhibi
ción de la tasa de crecimiento (IIKD) y el índice de 
incremento para la fase Lag (IILag); empleando la 
ecuación 2; y la ecuación 3, respectivamente.

IIKd = {(Kd control - Kd Tratamiento)/^ control M00 (Ecuación 2)

Donde: K = Tasa de crecimiento del control.D control

K = Tasa de crecimiento del tratamiento.D tratamiento

IILag={(Lag T t . t — Lag t ,)/Lag t . }x100 (Ecuación 3)Tratamiento control control

Donde: Lagcontrol= Fase Lag del control.
Lag = Fase Lag del tratamiento.Tratamiento
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Cuantificación de ácidos orgánicos, determi
nación de la proporción no disociada y pH 
final del medio de cultivo

Se cuantificó por HPLC el contenido de ácido 
láctico y ácido acético en los 8 SLC y en el sustrato 
sin fermentar (SSF). Luego, se determinó la frac
ción no disociada de dichos ácidos en cada SLC 
empleando la ecuación 4 (11, 14, 30).

(Ecuación 4)

Donde:
HA: Concentración no disociada del ácido (mM). 
[Ca]: Concentración total del ácido (mM).
Ka: Constante de equilibrio (Ácido láctico: pka= 

3,86; Ácido acético: pka= 4,75).
[H+]: Concentración de protones.

El pH final de todas diluciones empleadas de 
cada SLC mezclado en el medio de cultivo (EM) 
se determinó con un medidor de pH (Thermo 
Electron Corp®, Beverly, MA. USA).

Análisis estadístico

Se analizaron las diferencias significativas entre 
los resultados obtenidos con cada tratamiento en los 
crecimientos fúngicos y los recuentos obtenidos, 
mediante prueba de análisis de varianza (ANOVA) y 
prueba de rango múltiple a un nivel de significancia 
del 5% (p<0,05) usando el programa Statgraphics 
Centurion XV.II®. Todos los experimentos se hi
cieron por triplicado excepto el análisis por HPLC 
el cual se hizo por duplicado.

RESULTADOS

Recuento de los microorganismos

En la tabla 2 se presentan los recuentos de las 
BAL, levaduras y BAA en los productos fermenta
dos por 32,5 h a 25, 30 y 37°C. Los recuentos varían 
de acuerdo a la temperatura de incubación. Mientras 
que los más altos para las BAL y levaduras se ob
tuvieron a 25 y 30°C, los de BAA se encontraron a 
25 y 37°C indicando que estos grupos responden 
de manera diferente a la temperatura de incubación.

Tabla 2. Composición microbiólogica del sustrato de panela (4,15%) con gránulos de kefir de agua (10% m/v) por 
32,5 h.

Temperatura de fermentación Tipo de sustrato
BAL Levaduras BAA

(UFC.mL-1) % (UFC.mL-1) % (UFC.mL-1) %

25°C
+ 6±0,1x107a 93,7 1±0,6x106a 1,56 3±0,3x106a 4,68

- ND — ND — ND —

30°C
+ 4±0,1x107b 97,0 1±0,3x106a 2,40 5±0,3x 105c 1,20

- ND — ND — ND —

37°C
+ 1±0,09x106c 25,0 2±0,1x106b 50,0 1±0,3x106b 25,0

- ND — ND — ND —

Control* - ND — ND — ND —

UFC, unidades formadoras de colonia; BAL, Bacterias Ácido Lácticas; BAA, Bacterias Ácido Acéticas; +, sustrato con inóculo de kefir; -, sustrato 
sin inóculo de kefir; ND, no detectable; ±, desviación estándar. Letras diferentes en una misma columna indican diferencia estadísticamente 
significativa entre los resultados (P<0,05). *El control fue sometido a las mismas temperaturas de los tratamientos.

Determinación de ácidos orgánicos

La concentración de los ácidos acético y láctico 
determinada mediante HPLC en todos los SLC 
(incluido el control) se presentan en la tabla 3.

En todos los SLC la concentración de ácido lác
tico fue superior a la del ácido acético y las mayores 
concentraciones de ambos ácidos se obtuvieron 
cuando las fermentaciones se realizaron por mayor 

tiempo (32,5 h) y a la más alta temperatura, lo que 
evidenció mayor actividad metabólica. La mayor 
concentración de ácido láctico se cuantificó en el 
SLC8 y la mayor concentración de ácido acético en 
el SLC2, posiblemente debido a que a esta tempe
ratura de fermentación (25°C) fue donde se deter
minó una mayor concentración de BAA (Tabla 2).
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Tabla 3. Ácidos láctico y acético determinados en los 
SLC.

SLCa Ácido Láctico (mmol.L-1)
± DEd

Ácido Acético 
(mmolLL-1) ± DE

SSFb NDc ND

SLC1 5,7 ± 0,08f 0,8 ± 0,16g

SLC2 15,5 ± 0,29c 8,4 ± 0,09a

SLC3 6,9 ± 0,29e 0,6 ± 0,11g

SLC4 13,8 ± 0,18d 3,6 ± 0,08d

SLC5 23,3 ± 0,47b 6,4 ± 0,09c

SLC6 7,5 ± 0,35e 1,4 ± 0,22f

SLC7 24,0 ± 0,27b 2,3 ± 0,06e

SLC8 36,0 ± 0,06a 7,8 ± 0,05b

aSLC: sobrenadante libre de células, bSSF: Sustrato sin fermentar, 
cND: No detectable, dDE: Desviación estándar . Letras diferentes en 
una misma columna indican diferencias estadísticamente significativas 
(P<0,09).

En todos los SLC se detectó la presencia de 
ácidos láctico y acético, excepto en el sustrato sin 
fermentar. Igualmente en todos fue superior la con
centración de ácido láctico, aunque la relación entre 
ambos ácidos no fue constante. Se encontraron 
diferencias significativas entre los diferentes SLC, 
siendo el SLC8 el que contenía mayor concentración 
de ácido láctico y el SLC2 la mayor concentración 
de ácido acético. La mayor concentración de ácidos 
totales (43,8 mmol.L-1) la presentó el SLC8 (que a 
la vez tuvo el menor valor de pH de 2,8).

Inhibición fúngica

En la figura 1A se presenta la curva de creci
miento y en la figura 1B la regresión lineal del 
desarrollo de A. ochraceus AFUNL9 en presencia 
de los dos sobrenadantes más efectivos en retrasar 
su crecimiento.

Figura 1. Curva de crecimiento (A) y regresión líneal (B) del crecimiento de A. ochraceus AFUNL9 en presencia 
de SLC obtenidos del sustrato de panela con gránulos de KA. (•) Crecimiento en presencia del SLC5 al 50% v/v. 
(o) crecimiento en presencia del SLC8 al 50% v/v. (▼) control con sustrato de panela (41,5 g.L-1) al 50% v/v sin 
fermentar.

La fase lineal de la curva de crecimiento de A. 
ochraceus AFUNL9 (fig. 1B) se empleó para determi
nar la tasa de crecimiento (KD) mediante el cálculo 
de la regresión lineal de la recta. A partir de estos 
resultados se calculó el índice de inhibición de la 
tasa de crecimiento (IIKD) y el índice de incremento 
de la fase Lag (IILag).

En la figura 1A se observa que el hongo cultiva
do en el medio control (que contenía el sustrato de 
panela sin fermentar), alcanzó antes que el cultivado 
en presencia del SLC5 y SLC8, el diámetro total de 
la caja de petri. La menor fase de latencia y la mayor 
velocidad de crecimiento pudieron deberse al aporte 

de nutrientes que ofreció el sustrato en ausencia de 
metabolitos inhibitorios.

En la tabla 4 se presenta la inhibición fúngica 
obtenida con cada SLC, además de los índices de 
inhibición y la concentración de ácido no disocia
do. Ocho SLC fueron probados en su capacidad 
antifúngica contra A. ochraceus AF U NL9. Todos 
los SLC en la concentración 1/2 redujeron la tasa 
de crecimiento (KD), mientras que ninguna de las 
demás concentraciones (1/10 y 1/100) fueron inhi
bitorias y fueron equiparables al control. La mayor 
inhibición se obtuvo con el SLC8 que disminuyó la 
tasa de crecimiento (KD) de A. ochraceus AFUNL9 
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en 32% e incrementó la fase Lag en 31%, con res
pecto al control. El segundo mejor resultado se 
presentó en el SLC5, que disminuyó la KD en 29% 
y aumentó la fase Lag en 25%. A su vez estos dos 
SLC fueron los únicos que disminuyeron el pH del 
agar EM por debajo del pKa del ácido acético (4,75) 
y por tanto contenían la mayor concentración de 
ácido acético y ácido láctico no disociado, pudiendo 
ejercer mayor efecto antifúngico. Los sobrenadantes 
con menor acción antifúngica fueron aquellos con 
un pH por encima del valor del pKa de ambos AO, 
lo que correspondió a una menor concentración de 
AO no disociados.

Una vez establecido que el SLC8 generaba la 
mayor inhibición fúngica, se evaluó si dicho efecto 
se debía exclusivamente a la concentración de ácidos 
no disociados junto con el descenso de pH. Para ello 

se alcalinizó el SLC8 (pH 2,8) hasta pH 3,5 y 4,0, 
para conservar la concentración total de los ácidos 
orgánicos en el SLC pero disminuir su concentra
ción en estado no disociado. En la tabla 4 se observa 
que el aumento del pH condujo a una disminución 
fuerte en el porcentaje de ácidos no disociados. La 
tasa de crecimiento del hongo en presencia del SLC8 
neutralizado no presentó diferencia significativa 
con la correspondiente a los demás SLC a mayor 
pH, excepto el SLC5. La fase de latencia de los SLC 
neutralizados también disminuyeron con respecto 
al SLC8, pero siguieron siendo superiores significa
tivamente (P<0,05) a la correspondiente al control. 
Esto último permite considerar que la inhibición 
fúngica si se debe a la presencia de ácidos orgánicos 
pero que deben estar presentes otros metabolitos 
que aportan a la inhibición fúngica.

Tabla 4. Efecto antifúngico de SLC de kefir de agua sobre A. ochraceus AFUNL9

SLC pH* AL No disociado (%) AA No disociado (%)
Kd

(mm.h-1)
Lag
(h)

IILag 
(%)

IIKd 

(%)
Control 1/2 6,6 0 0 0,38±0,01a 33,9±0,55d - -

SLC1 1/2 5,6 1,6 11,4 0,31±0,021b 31,8±0,01e -6,19 18,42

SLC2 1/2 4,9 8,3 41,2 0,30±0,018b 34,2±0,91d -0,88 21,05

SLC3 1/2 5,9 0,96 7,0 0,31±0,001b 30,6±0,31e -9,73 18,40

SLC4 1/2 5,4 2,7 17,7 0,31±0,011b 37,4±1,20c 10,32 18,40

SLC5 1/2 4,6 14,5 56,9 0,27±0,001c 42,5±0,50b 25,37 28,94

SLC6 1/2 5,8 1,2 8,8 0,33±0,02b 33,2±1,11d -2,06 13,16

SLC7 1/2 5,1 5,3 30,5 0,31±0,011b 36,9±1,00c 8,85 18,42

SLC8 1/2 4,5 18,0 62,6 0,26±0,001d 44,4±0,55a 30,97 31,58

SLC8N(pH3,5) 5,0 5,81 35,99 0,30±0,001b 36,1±1,00c 6,78 21,05

SLC8N(pH4,0) 5,5 1,91 15,10 0,32±0,022b 35,1±0,82c 3,54 15,70

SLC: sobrenadante libre de células, AL: ácido láctico, AA: ácido acético, KD: tasa de crecimiento de A. ochraceus AFUNL9, Lag: fase de latencia 
del moho, IILag: índice de incremento de la fase Lag, IIKD: Índice de inhibición de KD. SLC8N: SLC8 neutralizado a pH 3,5 y 4,0. Letras 
diferentes en una columna indican diferencias significativas.
*El pH corresponde al medio de cultivo (agar extracto de malta) mezclado con cada SLC.

DISCUSIÓN

El estudio sobre el efecto antifúngico de los 
productos fermentados con gránulos de kefir es aun 
reciente, teniéndose algunas nuevas publicaciones 
sobre gránulos de kefir de leche fermentados en 
leche o suero de quesería (26, 27). En esta investi
gación se pudo establecer la capacidad fermentativa 
del kefir de agua en un sustrato económico y de fácil 
acceso, que además se puede preparar sin necesidad 
de esterilización, tal como es la panela, y que los 
sobrenadantes provenientes de este producto tienen 
actividad antifúngica contra un hongo de interés en 
la industria del café tal como es A. ochraceus.

El estudio de las capacidades fermentativas del 
kefir de agua en un sustrato como la solución de 
panela, requirió un acercamiento desde diferentes 
aspectos básicos. En primer lugar se hicieron re
cuentos de los microorganismos presentes en el 
producto fermentado bajo diferentes condiciones 
de temperatura y tiempo. A partir de los recuentos 
obtenidos de los SLC, se determinó que las BAL 
fueron el grupo de microorganismos más numeroso 
en los SLC2 y SLC5, en un orden de 107 UFC. 
ml-1; lo cual coincide con los resultados obtenidos 
por otros investigadores que han hallado a las BAL 
como el grupo dominante a estas temperaturas de 25 
y 30°C (28, 31). No obstante en los SLC obtenidos 
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a 37°C el recuento descendió significativamente 
(P<0,05) hasta 1±0,09x106 UFC.ml-1, mientras que 
el recuento de levaduras aumentó hasta 2±0,1x106 
UFC.ml-1, pasando a ser el grupo de microorga
nismos más numeroso en el SLC8. Posiblemente a 
esta temperatura de fermentación, se estimuló una 
mayor actividad metabólica, mayor consumo de 
azúcares y mayor acidificación del medio, afectando 
el crecimiento de BAL, pero favoreciendo el medio 
para el crecimiento de las levaduras. De otro lado 
las BAA se encontraron en un orden de 106 a 25 y 
37°C y descendieron significativamente (P<0,05) 
a un orden de 105 a 30°C, Estos resultados con- 
cuerdan con lo reportado por otros investigadores, 
quienes también encontraron órdenes de 105 y 106 
UFC.ml-1 en una bebida azucarada fermentada con 
gránulos de KA (28). Lo anterior permite concluir 
que la temperatura y el periodo de incubación son 
factores que modulan significativamente el creci
miento de los microorganismos inmersos en el KA, 
especialmente las BAL (32).

Las BAL se han considerado las principales 
productoras de metabolitos antibacterianos, en
tre éstos los ácidos orgánicos (AO), los cuales se 
determinaron en los SLC mediante HPLC. En 
todos los SLC fue dominante la concentración de 
ácido láctico, lo cual se atribuye a que en el KA, 
las BAL homofermentativas son más numerosas 
que las heteró fermentativas y que las BAA (28). 
Previamente se han reportado concentraciones de 
AO producidos por la fermentación con gránulos de 
KA (11% m/v) de un sustrato elaborado con azúcar 
morena (5% m/v) por un periodo de 24 h a tempe
ratura ambiente (25°C); hallando concentraciones 
de 19,42 mmol.L-1 de ácido láctico y 23,31 mmol.L-1 
de ácido acético (28). En nuestras fermentaciones 
a la misma temperatura, pero por un periodo de 
tiempo de 32,5 h (aproximadamente 8 h más), la 
concentración de ácido láctico es inferior (15,5 
mmol.L-1) y la concentración de ácido acético es 
casi dos veces menor (8,4 mmol.L-1). Pero además, 
también se diferencia en que todas las concentra
ciones de ácido acético en el anterior estudio eran 
mayores a las del ácido láctico, esto puede ser debido 
a la cantidad y a la relación de microorganismos 
que conforman el gránulo (33) o al tipo de sustrato 
empleado. En nuestra investigación, la relación de 
microorganismos cuando la fermentación se realizó 
a 25°C correspondió a 93,75% de BAL, 1,56% de 
levaduras y 4,68% de BAA, pero en el estudio an
teriormente citado, las BAL correspondían sólo al 

57,65%, mientras que las levaduras correspondían al 
30,86% y las BAA con 11,48% (28). Estas diferencias 
en las cantidades de microorganismos, derivó en las 
diferentes concentraciones de AO encontradas en 
las bebidas fermentadas con los gránulos de KA.

Los estudios sobre la capacidad antifúngica 
del kefir de agua se realizaron con todos los SLC 
obtenidos. En primer lugar, el SLC del producto 
no fermentado adicionado al medio de cultivo en 
el control, favoreció el crecimiento al aportar nu
trientes y carbohidratos sin la presencia de ácidos. 
Los productos fermentados con mayor capacidad 
inhibitoria (SLC8 y SLC5), produjeron un descenso 
del pH en el medio de cultivo por debajo del pKa del 
ácido acético (4,75) y por tanto contenían la mayor 
concentración de ácido acético y ácido láctico no 
disociado, permeables por la membrana celular y 
con capacidad de actuar de manera sinérgica (14). 
En relación a esto, es conocido que un ácido es más 
fuerte cuanto menor es su pKa ; en este sentido, el 
ácido láctico (pKa 3,86) es más acidificante que el 
ácido acético (pKa 4,75). Además, el ácido láctico es 
el principal producto metabólico producido por las 
BAL, que disminuye el pH y que es capaz de inhibir 
muchos microorganismos (18). De forma similar, 
el ácido acético interactúa con la membrana celular 
para neutralizar el gradiente electroquímico de pro
tones, e incluso puede llegar a inhibir la captación 
de aminoácidos (18), disminuyendo la viabilidad 
fúngica. Se ha descrito que el efecto antifúngico 
del ácido acético a menudo es dependiente de la 
disminución del pH por parte del ácido láctico (19).

En un estudio reciente, se evaluó la capacidad 
antifúngica del SLC de la leche fermentada con 
gránulos de kefir, adicionada en concentraciones 
de 0,5 a 10% en caldo Czapek-Dox, estableciendo 
la concentración fungicida mínima en un 10%, 
mientras que al 9%, la producción de micelio seco 
era un 18,77% con respecto al control, obteniendo 
una reducción del crecimiento del 81,23% (26). El 
anterior estudio coincidió con el nuestro en que 
se demostró la capacidad del kefir, fermentando 
otro sustrato, en reducir el crecimiento fúngico. 
No obstante, ambos difieren en los porcentajes de 
inhibición fúngica. En el estudio anterior, al emplear 
un 10% de kefir en el medio de cultivo, se obtuvo 
inhibición total del crecimiento, mientras que en 
nuestra investigación, a la máxima concentración de 
50%, no se inhibió totalmente el desarrollo fúngico 
sino que se aumentó la fase de latencia en un 31,6% 
y se redujo la tasa de crecimiento en un 31,0%.
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Otros investigadores han estudiado la influencia 
del pH en la inhibición fúngica, encontrando que 
a un pH bajo (2,6) lograban una buena capacidad 
antifúngica, mientras que a un pH más alto (4,0) se 
observaba solo ligeras inhibiciones (32); tal como 
ocurrió en nuestros experimentos. La presencia de 
los AO débiles (láctico y acético) en los sustratos 
fermentados, se consideraron como los principales 
responsables de la reducción del crecimiento (34). 
Este efecto fue más pronunciado cuando los valores 
de pH se situaron por debajo del valor del pKa de 
los AO (35), es decir cuando los AO estaban en su 
forma no disociada, colapsando el gradiente elec
troquímico de protones causando una detención de 
las actividades vitales (Fungistasis o bacteriostasis) 
y una eventual muerte celular para los organismos 
susceptibles (36). Por lo anterior, los AO y demás 
productos metabólicos producidos durante la fer
mentación con gránulos de KA, podrían tener un 
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de microor
ganismos patógenos y un potencial biopreservante 
que sirva a la industria de alimentos a mejorar la 
seguridad alimentaria. Los resultados obtenidos 
con los sobrenadantes neutralizados permitieron 
corroborar que el efecto antifúngico está relaciona
do con la presencia de ácidos no disociados, lo cual 
se ha estudiado previamente con sobrenadantes de 
leche y suero de quesería fermentados con gránulos 
de kefir contra bacterias como E. coli (27, 33, 37, 
38). No obstante lo anterior, se observó que la fase 
de latencia de los SLC neutralizados siguió siendo 
superior al control, lo cual permitió observar que 
parte de la inhibición fúngica puede deberse al 
efecto de otros metabolitos presentes en el SLC. Al 
respecto, recientemente se ha destacado la produc
ción de ácido fenil láctico por lactobacilos, el cual 
ha demostrado acción antifúngica y se ha resaltado 
la interacción con los otros ácidos presentes en los 
productos fermentados (16, 17, 39).

El estudio de la inhibición del crecimiento de 
mohos filamentosos no ha recibido tanta atención 
como lo ha sido el del crecimiento bacteriano, tal 
vez debido a la complejidad inherente que se asocia 
con la cuantificación del crecimiento fúngico. La 
medición de la velocidad de extensión de las hifas, 
usualmente reportado como tasa de crecimiento 
radial (KD), es probablemente el método más sim
ple y directo, pero no necesariamente representa 
la verdadera naturaleza del crecimiento fúngico 
(40). El requisito previo para la producción de un 
modelo útil y confiable debe ser una base de datos 

que contenga gran cantidad de datos relevantes, pre
feriblemente como lo son las curvas de crecimiento 
(12). Pero una de las dificultades de este método se 
asocia a la recolección de los datos originados en la 
curva de crecimiento del moho. Tales problemas 
en obtener curvas de crecimiento reproducibles y 
de calidades similares, son más complicados para 
los mohos filamentosos que para otros microor
ganismos (12).

CONCLUSIONES

La reducción del crecimiento de mohos toxigé- 
nicos en alimentos tanto de consumo humano como 
animal, en sus diferentes etapas de elaboración y 
almacenamiento, es tema de estudio prioritario y de 
interés creciente dentro de la comunidad científica 
y la industria de alimentos dedicada al desarrollo de 
estrategias seguras y eficientes para estos propósitos.

Los SLC obtenidos de la panela fermentada 
con gránulos de KA demostraron propiedades an- 
tifúngicas sobre A. ochraceus AFUNL9, causando 
una reducción en las tasas de crecimiento (KD) y 
aumentando la fase Lag. Esto fue atribuido prin
cipalmente a la combinación del descenso del pH 
y los productos metabólicos de la fermentación, 
especialmente los ácidos láctico y acético en su 
forma no disociada. Aunque no se puede descartar 
el hecho de que otras sustancias no cuantificadas 
hayan tenido algún efecto.

El KA podría tener un importante uso dentro 
de la industria de los alimentos como medio para el 
biocontrol de mohos filamentosos. Deben realizar
se más estudios al KA y su capacidad antifúngica, 
pudiendo con esto conllevar al uso de sistemas 
de biopreservación, previniendo el deterioro por 
mohos y la formación de micotoxinas en matrices 
alimentarias.
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