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1 INTRODUCCION

El trabajo que se presenta a continuacién reune la investigacion realizada dentro del
marco de la materia Trabajo Final de la Licenciatura en Ciencia y Tecnologia de Alimentos
de la FCE de la UNLP. Este tema se seleccion6 con base en los intereses de su autora
enfocados al area de la microbiologia de alimentos, y de otros conocimientos adquiridos
durante las cursadas de la licenciatura, tales como Analisis de Alimentos, Alimentos y
Salud, Propiedades Fisicas y Quimicas de los alimentos I. De otro lado, el tema del
trabajo se planted dentro de una problematica del Proyecto de Extension de la FCE “Kefir,
un alimento probiético a costo cero”. Se tenia la necesidad de extender el area de trabajo
hacia otras regiones del pais, encontrandose con la dificultad de enviar los granulos
frescos, es decir, humedos. Ante la falta de transporte y almacenamiento en el lugar con
refrigeracion de manera uniforme y continua, se corria el peligro de perder el granulo
almacenado. Por esta razén se pensé en aplicar alguna forma de conservacion, en este
caso la liofilizaciéon, como una opcién para el traslado de los mismos, sin importar las
distancias y tiempos largos, y que conservara sus caracteristicas sin necesidad de un
transporte especial.

A continuacién se presentaran los antecedentes tedricos encontrados a través de la
revision bibliografica en los cuales se enmarcaron los objetivos del trabajo, las

metodologias, la interpretacion y conclusiones sobre los resultados obtenidos.

1.1 Definicion del kefir

El kefir es una bebida lactea levemente gasificada y viscosa, similar al yogurt, la cual
contiene pequefas cantidades de alcohol y se cree que sus origenes se remontan a las
montafas del Caucaso en la antigua Unidn Soviética (Garrote, 1999). Su consumo se
asocia a la longevidad de los habitantes de la regién mencionada. Es producido por la
fermentacion de la leche con una microflora mixta confinada dentro de una matriz llamada
“granulos de kefir’, en donde coexisten en forma simbidtica levaduras y bacterias acido-
lacticas (pertenecientes a los géneros Lactobacilus, Lactococcus y Leuconostoc),
responsables de la fermentacion acido-alcohdlica (Angulo y col., 1993; Garrote y col.,
2001). Cuando se dejan fermentando los granulos de kefir en la leche, ocurre un pasaje

de los microorganismos desde el granulo hacia la leche, donde continian multiplicandose



con producciéon de acido, y provocando cambios fisicoquimicos y en el flavour (Garrote,
1999).

Segun el Art. 576 del capitulo de “Alimentos Lacteos” del Cdédigo Alimentario Argentino
(CAA), el kefir es uno de los productos que se considera dentro del grupo de leches
fermentadas, los cuales se definen como productos, adicionados o no de otras sustancias
alimenticias, obtenidos por coagulacién y disminucién del pH de la leche o leche
reconstituida, adicionada o no de otros productos lacteos, por fermentacion lactica
mediante la accion de cultivos de microorganismos especificos. Estos microorganismos
especificos deben ser viables, activos y abundantes en el producto final durante su
periodo de validez. Ademas, a la definicién del kefir se agrega que su fermentacion se
realiza con cultivos acidolacticos elaborados con granulos de kefir, Lactobacillus kefir,
especies de los géneros Leuconostoc, Lactococcus y Acetobacter, con produccion de
acido lactico, etanol y didxido de carbono. Los granulos estan constituidos por levaduras
fermentadoras de la lactosa (Kluyveromyces marxianus) y levaduras no fermentadoras de
la lactosa (Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces cereviciae y Saccharomyces
exiguus), Lactobacillus casei, Bifidobacterium spp y Streptococcus salivarius subsp.
Termophilus (CAA, 2010).

Al fermentarse la leche con los granulos de kefir, se produce una bebida que puede
considerarse dentro de la definicién de “probidtico”. Segun el CAA (Art. 1389), se entiende
por probiotico a los microorganismos vivos que, administrados en cantidades adecuadas,
confieren beneficios para la salud del consumidor. Para que una cepa pueda ser utilizada
como ingrediente probidtico para alimentos debera cumplir con un protocolo de
Evaluacién de un Probiético como ingrediente para Alimentos que se detalla en el articulo
1389 (CAA, 2013).

1.2 Granulos de kefir y condiciones tecnolégicas de la fermentacion

Los granulos o granos de kefir son masas gelatinosas, irregulares, de color blanco o
ligeramente amarillento y consistencia elastica. Su tamafo es variable, oscilando desde
pocos milimetros a 2-3 cm de diametro y su forma es semejante al “pochoclo” o a las
flores del coliflor (Marshall, 1993).

La FAO/WHO (2001) ha propuesto una definicién de kefir basada en la composicién

microbioldgica de los granulos de kefir y del producto final fermentado, donde, segun el



Codex Alimentarius, es un cultivo starter preparado a partir de granulos de kefir,
Lactobacillus kefiri, y especies del género Leuconostoc, Lactococcus y Acetobacter,
creciendo en una relacion muy estrecha entre ellos. Los granulos también contienen
levaduras fermentadoras de lactosa (Kluyveromyces marxianus) y no fermentadoras de
lactosa (Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces
exiguus). Esta compuesto por proteinas de la leche (minimo 2,8% p/p), grasa de la leche
(minimo 10% v/v); posee una acidez titulable expresada como % acido lactico (minimo
0,6% v/v) y una concentracion determinada de bacterias acido-lacticas totales (minimo
10" UFC/g) y de levaduras (minimo 10* UFC/g) (FAO/WHO, 2001).

Bottazzi & Bianchi (1980) han estudiado la distribucidon de los microorganismos en el
granulo de kefir; concluyendo que su lugar en el mismo no es al azar: mientras que los
lactobacilos se encontraron generalmente en la periferia, las levaduras se localizaron en
el interior.

De acuerdo a su origen, los granulos poseen diferente composicion fisico-quimica. Por
ejemplo, aquellos originarios de Bulgaria, Rusia y Yugoslavia estan compuestos por
aproximadamente 90% de agua, 2-3% de proteinas, 0-3% de lipidos, 5-8% de sustancias
solubles no nitrogenadas y 0-7% de cenizas (Otogalli y col.,, 1973) y se han obtenido
valores similares a partir de granulos de Suecia (Bottazzi y col., 1994). Sin embargo, para
el caso de granulos de kefir CIDCA AGK1 obtenidos de una familia en Argentina, los
valores son un tanto diferentes: 83% de agua, 9-10% polisacaridos y 4-5% de proteinas
(Abraham & De Antoni, 1999).

Diferentes trabajos han indicado que la microflora de los granulos del kefir depende
principalmente del origen de los mismos (Otogalli y col., 1973; Lin & Kuo, 1999), de las
condiciones locales de cultivo (Molska y col.,, 1983) y de la forma de elaboracion y
almacenamiento (Zourari & Anifantakis, 1980).

En lo que concierne a los granulos de kefir de la coleccién CIDCA, los granulos de kefir
CIDCA AGK1, CIDCA AGK2 y CIDCA AGK4 no presentaron diferencias significativas en
la composicién microbiologica y quimica. En cambio, en los granulos CIDCA AGKS3, se
encontré una mayor cantidad de proteinas y de levaduras con respecto a los otros tipos
de granulos. También se encontraron diferencias en cuanto a las especies presentes en
cada tipo de granulo. Hay especies que se han encontrado en todos, como Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactobacillus kefir, Lactobacillus plantarum, Acetobacter vy
Saccharomyces. Pero Leuconostoc mesenteroides solo se aisldé a partir de los granulos

CIDCA AGK1; y lo mismo ocurri6 para Lactococcus lactis subsp. lactis biovar
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diacetylactis, Lactobacillus parakefir y Kluyveromyces marxianus, aislados a partir del
granulos CIDCA AGK2. La fermentacion de todos los granulos genera productos acidos,
con un pH entre 4,0-3,5. Se obtiene una mayor viscosidad si se inocula la leche con
granulos CIDCA AGK1, con respecto a los granulos CIDCA AGK4. Se produce un
aumento de peso de los granulos durante la fermentacidon en leche, sin diferencias
significativas entre los granulos AGK1, AGK2 y AGK3. Pero en los granulos AGK4, a
pesar de ser activos durante la fermentacion, no se ve aumentado su peso (Garrote y
col., 2001).

El método tradicional para elaborar kefir es por adicién de los granulos kefir, como cultivo
starter, a leche pasteurizada y enfriada a 20-25°C. El tiempo de fermentacién es de
aproximadamente 24 hs, luego se extraen los granulos por filtracién y asi queda lista la
bebida para su consumo. Los granulos crecen durante la elaboracién del kefir,
unicamente a partir de granulos pre-existentes (Saloff-Coste, 1996).

De acuerdo a la proporcidon de granulos que se utiliza para fermentar la leche, se obtienen
productos con caracteristicas diferentes, especialmente el pH final, concentracién de
lactococos, viscosidad aparente y contenido de CO,. Al utilizar 100g kefir/l de leche, la
velocidad de acidificacion es rapida y ocurre un acelerado descenso en la concentracién
de lactococos, debido probablemente a que este género es muy sensible a valores bajos
de pH. En cambio, si se utiliza una concentraciéon de 10 g/l, se evidencia la presencia de
una sustancia viscosa. Entonces, si se quiere producir una bebida viscosa y no muy
acida, se debe utilizar la proporcion 10 g granulos/l de leche; en cambio, para obtener un
producto acido, con baja viscosidad y mas efervescente, se deben inocular los granulos
de kefir en proporcién 100 g/l (Garrote y col., 1998).

Hasta ahora se han empleado los granulos de kefir CIDCA AGK1 en los comedores del
proyecto “Kefir, un alimento probidtico a costo cero” en una concentracion del 10% p/v ya
que se desea que la fermentacion sea rapida, acidificandose rapido el producto y asi
asegurar que no haya contaminacién por microorganismos del ambiente. Esto es muy
importante dadas las condiciones precarias de los comedores e instituciones donde se
trabaja. Por lo tanto, en este trabajo se ha empleado la inoculacién del granulo de kefir
CIDCA AGK1 en leche pasteurizada, en concentracion del 10% p/v.

Oftras de las caracteristicas tecnoldgicas que se estudiaron durante la produccion de kefir
fue la temperatura de fermentacién del sustrato con los granulos. Londero y col. (2012),

utilizaron como sustrato suero de la industria lactea, al cual fermentaron con granulos
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CIDCA AGK10 a 20, 30 y 37 °C. Cuando la fermentacién se llevé a cabo a 30 o 37°C, los
granulos cambiaron su apariencia a simple vista, mostraron una menor tasa de
crecimiento, bajo contenido de agua, poca diversidad en cuanto a las levaduras presentes
y un mayor valor en la relaciéon proteina/polisacarido en comparacién con los granulos
fermentados en leche a 20°C. En cambio, en el cultivo a 20 °C y en suero durante tiempos
prolongados no se observé variacion en la capacidad acidificante, tasa de crecimiento,
apariencia macroscépica, ni en la composicion microbiolégica ni quimica; sélo se vio
reducida la poblacién de ciertas levaduras luego de mas de 20 subcultivos en suero.
Aunque en el grupo de Bacterias Lacticas de la FCE de la UNLP, se han estudiado y
caracterizado diferentes granulos de kefir, en el presente trabajo se realizaran todos los
ensayos con el granulo CIDCA AGK1. Su eleccion se basé en que es el granulo que se
utiliza para trabajar con los comedores que forman parte del proyecto de Extension “Kefir,
un alimento probidtico a costo cero”, de la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP,
dentro del cual se planea la primera aplicacién de los resultados.

Una de las propiedades que posee el kefir por ser un alimento probiético es la de inhibir el
desarrollo de microorganismos patégenos. Se han hecho estudios in vivo e in vitro con
resultados muy favorables, frente a bacterias patdgenas presentes en alimentos, agua y
tierra, ademas de parasitos intestinales. Algunos resultados obtenidos en estas

investigaciones se describen en la siguiente seccion.

1.3 Propiedades antimicrobianas del kefir obtenido con leche y suero fermentados

con granulos de kefir

La actividad probidtica del kefir y sus microorganismos aislados ha sido muy estudiada.
Entre los efectos que se asocian con su consumo, se pueden nombrar la estimulacién del
sistema inmune (Thoreux & Schmucker, 2001; Vinderola y col., 2005; Vinderola y col.,
2006), inhibicién del crecimiento de tumores (Hosono y col., 1990; Murofushi y col., 1983);
capacidad antioxidante (Glven y col., 2003); mejoras en los sintomas de los intolerantes a
la lactosa (De Vrese y col., 1992; Hertzler & Clancy, 2003) y disminucion en los niveles de
colesterol (Liu y col., 2006).

También varios autores han demostrado la capacidad antimicrobiana del kefir frente a
bacterias patdgenas presentes en los alimentos (Ulusoy y col., 2007; Garrote y col., 2000;

Cevikbas y col., 1994; Silva y col.,, 2009). Se estudié el poder de inhibicién frente a
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Escherichia coli de la leche fermentada con diferentes granulos de kefir: CIDCA AGK1,
CIDCA AGK2, CIDCA AGK3 y CIDCA AGK4 y se pudo establecer que todas los
sobrenadantes obtenidos a partir de las leches fermentadas ejercian accién inhibitoria
frente a esta bacteria patdégena pero solo los sobrenadantes de AGK1 y AGK2 fueron
capaces de detener el crecimiento bacteriano por al menos 25 hs (Garrote y col., 2001).
También ha quedado demostrada la habilidad de inhibir el crecimiento de E. coli y
Salmonella sp. cuando se las incuba con suero de queseria fermentado con granulos de
kefir en proporcion del 10%p/v. También se utilizé6 como cultivo starter la leche fermentada
y el suero fermentado, como opciones a la problematica de tener q producir a nivel
industrial grandes cantidades de granulos. Pero los resultados no fueron los mismos: al
tener concentraciones de acido lactico mas bajas, el efecto inhibitorio fue menor (Londero
y col., 2011).

Se ha estudiado también el efecto que tiene el sobrenadante de kefir sobre otras
bacterias, como Bacillus cereus. El sobrenadante de kefir elaborado con granulos CIDCA
AGK1 con un pH= 4, produjo el descenso de 4 log en el recuento de Bacillus cereus
(estado vegetativo); llegando a la conclusién de que dicha inhibicién se debia a la
presencia de los acidos organicos producidos durante la fermentacién de la leche (Kakisu
y col., 2007).

Los estudios mencionados hasta ahora se refirieron a la capacidad inhibitoria del SLC
(sobrenadante libre de células) del kefir frente a ciertas bacterias patégenas. Pero
también se ensayo el efecto de los sobrenadantes de kefir sobre otros microorganismos,
como por ejemplo el parasito Giardia intestinalis (Correa Franco y col., 2013). En dicho
trabajo se determind que la administracion regular de kefir a un modelo murino previa a
una infeccién con dicho parasito fue capaz de modificar el curso de la misma,
promoviendo asi un efecto protector a través de la disminucién de trofozoitos (forma
vegetativa de los protozoos) activos en el intestino del hospedador.

También se ha investigado el efecto antifungico de los productos fermentados con
granulos de kefir. Se estudi6 el efecto de los SLC obtenidos a partir de kefir con granulos
CIDCA AGK1 y CIDCA AGK2 sobre el desarrollo de diferentes cepas de Aspergillus
flavus. Ledn (2013) obtuvo que el principal efecto antifungico se daba en el alargamiento
de la fase de latencia del hongo, aunque no se vio afectada significativamente la tasa de
crecimiento. A menor valor de pH de la leche fermentada y mayor concentracién del SLC
en el medio de cultivo, el efecto antifungico fue mayor. También se establecié que los SLC

obtenidos a partir de la fermentacion de la leche con granulos CIDCA AGK1 a 30°C,
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alcanzando finalmente un pH de 3,3, fueron mas efectivos que los obtenidos con
sobrenadantes del granulo CIDCA AGK2 a la misma temperatura y que los obtenidos con
sobrenadantes de ambos granulos a 20 y a 37°C. Se demostré que la accion inhibitoria
era proporcional a la concentracién de acidos organicos no disociados.

En cuanto a la conservacién de los granulos, previamente se han investigado diferentes
meétodos, tanto del granulo como de los microorganismos aislados a partir del mismo tales

como la liofilizacion, refrigeracion y congelacion.

1.4 Conservacion de los granulos de kefir

Garrote y col. (1997) estudio el uso de la refrigeracion como método de preservacion de
los granulos y de la leche fermentada a diferentes temperaturas: 4, -20 y -80 °C. Los
granulos almacenados a -20 y -80°C mantuvieron su microbiota y aumentaron su biomasa
a una velocidad comparable a la de los granulos no almacenados. La leche fermentada
obtenida a partir de los granulos almacenados a -20 y -80°C presentd la misma
microbiota, y comportamiento reoldgico, acidez y contenido de diéxido de carbono
similares al kefir obtenido por fermentacién con granulos no almacenados. En cambio, los
granulos refrigerados a 4°C no aumentaron su peso y el producto fermentado obtenido no
presentd la acidez y viscosidad del producto estandar.

A pesar de que los resultados obtenidos utilizando la refrigeracion como medio de
conservacion fueron muy buenos, sigue prevaleciendo el problema del traslado de los
granulos de manera simple y sin necesidad de un transporte especial. Este problema

desaparece en el caso de los granulos liofilizados.

1.4.1 Proceso de liofilizacion

La liofilizacion es un proceso de conservacion mediante sublimacién utilizado para reducir
las pérdidas de los componentes volatiles o termosensibles. Es el método mas adecuando
para preservar células, enzimas, vacunas, virus, levaduras, sueros, asi como frutas y
alimentos en general. Los productos obtenidos no se ven alterados en sus propiedades y
se rehidratan facilmente (Alvarado, 1979; Alvarado, 1996; Ramirez & Canizares, 2003).

La liofilizacion no altera la estructura fisico-quimica del material y permite su conservacion

indefinida sin cadena de frio, con menos del 15% de humedad y alta estabilidad
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microbioldgica (Alvarado, 1996). Las diferencias que tiene con el secado por calor son
que la disminucion de tamafio es minima, el aspecto, el sabor y el aroma no se pierden,
se intensifican y se mantienen las caracteristicas nutricionales (Charm, 1981). El proceso
comprende tres etapas: la congelacion a bajas temperaturas, el secado por sublimacion
del hielo del producto congelado, generalmente a muy baja presién, y el almacenamiento
del producto seco en condiciones controladas (Ramirez-Navas, 2006).

Se tiene conocimiento de que las membranas son las estructuras mas afectadas durante
este proceso de deshidratacion (Lievence y col. 1994; Castro y col. 1995; Steponkus y col.
1995; Texeira y col. 1997). Este dafo es producido por la pérdida de agua en las
estructuras mencionadas y en las proteinas, lo cual genera cambios en el estado fisico de
las membranas lipidicas (Beney & Gervais, 2001) y/o en la estructura de proteinas
sensibles (Texeira y col. 1997). Para minimizar y/o evitar estas lesiones, se utilizan
habitualmente crioprotectores, sustancias que previenen o reducen la formacion de
cristales de hielo, evitando de esta manera el dafo estructural producido por los cristales.
Ejemplos de éstos son los azlcares y proteinas de la leche. Se ha demostrado que el uso
de estas sustancias aumenta la tasa de supervivencia de diferentes microorganismos y
su efecto es uno de los parametros mas importantes a tener en cuenta durante el proceso
de congelado y posterior liofilizacién (De Antoni y col., 1991; de Urraza & De Antoni, 1997;
Carvalho y col., 2004; Blanquet y col., 2005).

1.4.2 Efecto de la liofilizacion en los lactobacilos

Se ha estudiado el efecto del proceso de liofilizacion sobre diferentes especies de
bacterias y levaduras aisladas a partir de los granulos de kefir y caracterizadas por
Garrote y col. (2001) y Delfederico y col. (2006), entre los que se puede nombrar
Lactococcus lactis CIDCA 8221, Lactobacillus plantarum CIDCA 83114, Lactobacillus kefir
CIDCA 8348, Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154 y Saccharomyces cerevisiae CIDCA
8112. Los resultados obtenidos por Bolla y col. (2010) dieron cuenta que el uso de leche
UHT como crioprotector durante la liofilizacién hizo posible la obtencion de altos valores
de supervivencia de dichos microorganismos mencionados, en comparaciéon con los
valores obtenidos utilizando PBS en lugar de leche. La adicion a la leche de trehalosa o
sucrosa no produjo aumento en la tasa de supervivencia de los lactobacilos (Lb. kefir
CIDCA 8348 y Lb. plantarum CIDCA 83114), Lc. lactis CIDCA 8221 y Sac. cerevisiae

CIDCA 8112, pero si tuvo un efecto negativo la presencia de sucrosa (300 mM) sobre K.

15



marxianus CIDCA 8154. También se determiné en ese mismo trabajo que el proceso de
liofilizacion no afectd la capacidad de la mezcla de estos microorganismos, suspendidos
en leche, de inhibir el crecimiento de Shigella sonnei in vitro; produciendo durante su co-

incubacién el descenso de la viabilidad de Shigella en dos log.

Con base en los estudios anteriores se decidié estudiar el efecto de la liofilizacién de los
granulos de kefir CIDCA AGK1 (usando leche UAT como crioprotector) sobre las
propiedades fisico-quimicas, microbioldgicas y sensoriales del granulo liofilizado y del

kefir preparado a partir de éste.
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la estabilidad microbiolégica vy fisico-quimica y las propiedades
antimicrobianas y sensoriales del granulo de kefir CIDCA AGK1 liofilizado y almacenado

durante 6 meses a T° de refrigeracion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la composicion microbiolégica del granulo de kefir fresco y
liofilizado durante el almacenamiento y de la leche fermentada.

- Establecer las propiedades fisico-quimicas de composicién proteica, materia
grasa y acidez de la leche fermentada con granulo de kefir fresco vy liofilizado.

- Establecer la cinética de fermentacion de la leche fermentada con granulo
CIDCA AGK1 fresco y liofilizado almacenado hasta seis meses.

- Analizar la composicion de acidos organicos (lactico y acético) del kefir
fabricado tanto con granulos frescos como liofilizados.

- Evaluar la capacidad inhibitoria sobre microorganismos ubicuos asociados a
ETA’s (Enfermedades Transmitidas por Alimentos), del kefir obtenido a partir
de granulos liofilizados y de granulos frescos.

- Comparar las propiedades sensoriales de la leche fermentada con granulo
fresco y con granulo liofilizado (con reactivacion directa) almacenado durante

seis meses a 4 °C.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Incremento de Biomasa del granulo CIDCA AGK1 (en leche) previo a la

liofilizacion

Se analizé el incremento de biomasa durante repiques sucesivos cada 24 horas de los
granulos CIDCA AGK1 en leche UAT entera homogeneizada, fortificada con vitaminas A
y D (Sancor®, Santa Fe, Argentina), almacenados en cuartos de temperatura a 20 °C y a
30°C. Los granulos se separaron con un colador de malla de 1 mm? de la leche
fermentada. Se lavaron con agua destilada entre cada repique, se secaron levemente con
papel adsorbente y se pesaron en una balanza analitica automatica PRECISA XB 2202
(Control Técnica Instrumentacion Cientifica, Boadilla, Madrid). Los resultados se
expresaron como biomasa en gramos vs tiempo en dias. Para todos los ensayos que
requirieron el uso de leche, se utilizé la leche UAT entera homogeneizada, fortificada con

vitaminas A y D (Sancor®, Santa Fe, Argentina).

3.2 Liofilizacién del granulo de kefir

Para liofilizar se tomé aproximadamente 1 g de granulo fresco, pesado en balanza
OHAUS CS series (OHAUS®, NJ, USA), el cual se depositd en un frasco ampolla estéril y
se lo cubrié con 1 ml de leche UAT. Se los cerrd con tapones de algodon. Se congelaron
a -20°C durante el primer dia y el segundo dia a -80°C y se procedié a realizar la
liofilizacion utilizando un liofilizador Rificor modelo L-A-B3 (Rificor®, Buenos Aires,
Argentina), en condiciones de vacio, durante tres dias a -39°C. Los frascos ampolla se
sellaron en una cabina de flujo laminar, retirando el tapén de algodén y colocando en su
lugar una tapa de goma estéril y por encima una tapa metalica con ayuda de una
viroladora. Se llevaron a almacenamiento a 4 °C, durante seis meses y se tomaron
muestras para realizar los diferentes analisis al dia cero y a los meses 1, 3 y 6 de

almacenamiento.
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3.3 Activacion de los granulos

Para la realizacién de los diferentes analisis, se activaron los granulos liofilizados
inoculandolos al 10% p/v en leche UAT entera homogeneizada, fortificada con vitaminas A
y D (Sancor®, Santa Fe, Argentina) a 30°C mediante dos pasajes consecutivos de 24

horas.

En algunos ensayos también se realizaron los andlisis inoculando directamente el granulo
en la leche al 10% p/v y procediendo a fermentar, a diferencia de los que se activaron por

doble pasaje en leche antes de la realizacién de las cinéticas, recuentos, etc.

3.4 Incremento de Biomasa del granulo CIDCA AGK1 liofilizado (en leche)

Se analizé el incremento de biomasa durante repiques sucesivos cada 24 horas de los
granulos CIDCA AGK1 liofilizados en leche UAT entera homogeneizada, fortificada con
vitaminas A y D (Sancor®, Santa Fe, Argentina), almacenados en cuartos de temperatura
a 30°C. Los granulos se separaron con un colador de malla de 1 mm? de la leche
fermentada. Se lavaron con agua destilada entre cada repique, se secaron levemente con
papel adsorbente y se pesaron en una balanza analitica automatica PRECISA XB 2202
(Control Técnica Instrumentacion Cientifica, Boadilla, Madrid). Los resultados se

expresaron como biomasa en gramos vs tiempo en dias.

3.5 Recuento de Bacterias lacticas (BAL) y levaduras (LEV) de los granulos de kefir

CIDCA AGK1 y de la leche fermentada a partir de granulos frescos y liofilizados

Se analizaron los principales grupos microbianos presentes en el granulo de kefir y en la
leche fermentada, que son las levaduras (LEV) y las bacterias acido-lacticas (BAL)
(Garrote, 1999). Para determinar las poblaciones de microorganismos viables se hicieron
primero los homogeneizados de la leche fermentada y del granulo de kefir. Para ello se
disolvieron 10 ml de la leche fermentada en 90 ml de agua de peptona estéril al 0,1% p/v,
homogeneizandose. Esta constituyd la dilucién 1/10. Para los recuentos de los granulos
de kefir los granulos tuvieron dos procesos diferentes. Uno fue la activacion de éstos
mediante dos pasajes sucesivos en leche y otro fue tomar directamente el granulo

liofilizado para hacer el recuento. 1 g de granulo (ya fuera reactivado en leche o sin
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reactivar) se disgrego en 9 ml de agua de peptona estéril al 0,1% p/v, lo cual se consideré
la dilucion 1/10. A partir de estos homogeneizados se hicieron diluciones seriadas en el
agua de peptona descripta hasta la dilucién 1/108. Para la determinacion de BAL a partir
de leche fermentada con granulo de kefir, se sembraron 100 pl de las diluciones 1/10°,
1/107 y 1/10%, en superficie y por duplicado en agar MRS (Difco®, Beauvais, Francia). El
recuento de BAL a partir del granulo de kefir, se hizo sembrando en MRS las diluciones
1/108, 1/107, 1/10°, 1/10°, 1/10* y 1/10° para el granulo sin reactivar y las diluciones 1/107,
1/10%y 1/10° en el caso del granulo reactivado. Las levaduras en la leche fermentada se
cuantificaron sembrando de la misma manera las diluciones 1/10°, 1/10% y 1/10” en medio
YGC (Biokar Diagnostics®, Beauvais, Francia). Para los recuentos de LEV a partir del
granulo, se sembraron las siguientes diluciones: 1/107, 1/10°, 1/10°, 1/10% 1/10° y 1/10?
(grénulo sin reactivar) o 1/10°, 1/10° y 1/10* (grénulo reactivado). Las BAL y las LEV se
incubaron a 30 °C por 24 a 48 horas. Los resultados se expresaron como Unidades
Formadoras de Colonias por ml de kefir (UFC/ml) o como Unidades Formadoras de
Colonias por gramo humedo de granulo de kefir (UFC/g) (Garrote, 1999), segun

corresponda.
A continuacién se indica la composicién de los medios empleados:

- Agar YGC (Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar)

COMPOSICION CONCENTRACION (g/l)
Agar 14,9

Cloramfenicol 0,1

D (+)- glucosa 20,0

Extracto de levadura | 5,0

pH final=6,6 £ 0,2

-Agar MRS (De Man-Rogosa-Sharpe)

COMPOSICION CONCENTRACION (g/1)
Peptona 10,0
Extracto de carne 10,0
Extracto de levadura 5,0
Glucosa 20,0
Fosfato acido de dipotasio 2,0
Tween 80 1,0
Citrato acido de amonio 2,0
Acetato de sodio 5,0
Sulfato de magnesio 0,1
Sulfato de manganeso 0,01
Agar 15,0

pH final=6,5 £ 0,1
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- Agar nutritivo

COMPOSICION | CONCENTRACION (g/l)
Extracto de carne 3,0
Peptona 5,0
Agar 15,0

pH final=6,9 £ 0,2

- Solucion fisiolégica

Se obtiene a partir de la disolucién de 0,9 g de cloruro de sodio en 100 ml de agua destilada,
alcanzando una concentracion de 0,9% p/v.

- Agua peptonada

COMPOSICION | CONCENTRACION (g/l)

Peptona de carne | 10,0

Cloruro de sodio | 5,0

pH final: 7,2 £ 0,2

Los medios de cultivo y el agua de peptona se prepararon en agua destilada y se

esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 minutos.

3.6 Estudio de la cinética de fermentacion de leche con granulo CIDCA AGK1 fresco

y liofilizado

Se estudio la cinética de acidificaciéon de la leche fermentada con granulos de kefir CIDCA
AGK1 frescos al 10% p/v, a 30 °C y 20 °C. También se realiz6 la cinética de fermentacion
con granulos de kefir liofilizados al 10% y a 30 °C en los tiempos 0, 1, 3 y 6 meses de
almacenamiento a 4°C. Se tomaron mediciones de pH de la leche inmediatamente
después de la inoculacion con los granulos y cada hora durante 24 horas o hasta que se
estabilizara el valor de pH. Las cinéticas de fermentacion se analizaron mediante curvas

de pH vs. Tiempo (horas).
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3.7 Determinacion de la concentracion de acidos organicos presentes en la leche

fermentada

Se determinaron los acidos organicos presentes en la leche fermentada a partir de
granulos frescos y de granulos liofilizados y su concentracion mediante Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC). La identificacién de los acidos se basé en la
comparacion de los tiempos de retencién con soluciones estandar de acidos lactico y
acético. Se us6 una columna de exclusion idnica aminex HPX-87H. La fase movil fue de
acido Sulfurico 0,009 N, sistema isocratico, con detector ultravioleta y longitud de onda de
214 nm (Garrote, 1999). A partir de las curvas de calibracion construidas con las
soluciones estandar de acidos puros se obtuvieron las concentraciones de acidos
presentes en las muestras analizadas. La curva patrén de acido lactico (Carlo Erba®, Val
de Redil, Francia) se hizo con las siguientes concentraciones: 0,05%, 0,1%, 0,4%, 0,8%,
1% y 1,4%. La curva patrén de acido acético (Merck®, Darmstadt, Alemania) se llevé a
cabo utilizando las concentraciones de: 0,0025%, 0,005%, 0,01%, 0,02%, 0,07% y 0,15%.

3.8 Analisis de la composiciéon en proteinas, materia grasa y acidez de la leche

fermentada con granulos de kefir liofilizados

Se analizé la composicion quimica de la leche fermentada con granulo liofilizado, a los

tiempos 0, 1, 3 y 6 meses de almacenamiento, siguiendo las siguientes metodologias:

3.8.1 Determinacién de materia grasa por el método de Rose-Gottlieb (Matissek,
Schnepel y Steiner, 1998)

El glébulo graso de la leche esta conformado de la siguiente forma: las gotitas de grasa
estan recubiertas por una capa de fosfolipidos, cuyas cadenas laterales no polares se
encuentran interaccionando, por medio de fuerzas hidrofébicas, con las moléculas de
acido graso de los ftriglicéridos; mientras que las cadenas laterales de los fosfolipidos
forman enlace con los grupos polares externos de la doble capa proteica (proteinas de la
membrana). Por esta razon la grasa de la leche debe liberarse previa a la extraccion
propiamente dicha, es decir, escindirse de la capa proteica y separarse, ya sea por medio

de la desnaturalizacion o hidrélisis en medio alcalino o acido. En este trabajo, se utilizo el
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método de Rose-Gottlieb para separar la materia grasa de los fosfolipidos. El fundamento
de este método es la eliminacién de las proteinas por tratamiento de la leche con
amoniaco (hidrdlisis alcalina), y posterior extraccion de la grasa liberada con solventes
organicos. Luego de eliminar los solventes por destilacion o simplemente aireacion, la

fraccion lipidica se seca y se pesa.

Se tomaron 2 ml (por duplicado) de la muestra, se pesaron y se los pasé a un tubo de
ensayo, se adicioné una disolucion de NHj; (Carfi S.A, Buenos Aires, Argentina) en
concentracion del 25% y se incubd en un bafo de agua destilada a 60°C, por 20 minutos.
Luego de la digestion, se trasvasé a un tubo de Mojonnier, lavando el tubo de ensayo con
5 ml de alcohol etilico (JT Baker®, Pennsylvania, Estados Unidos) y recolectando las
aguas de lavado en el Mojonnier. Se adicion6 25 ml de éter etilico (JT
Baker®, Pennsylvania, Estados Unidos), se agité enérgicamente y luego se destapd para
eliminar la formacién de gas; se realizaron estos tres pasos reiteradamente hasta que
disminuyo la emision de gas. Se adicionaron unas gotas de fenolftaleina para evidenciar
la separacion de fases y luego se adicionaron 25 ml de éter de petrdleo (JT
Baker®, Pennsylvania, Estados Unidos), se agité y luego se dejé en reposo durante un
dia. Pasada las 24 hs, se extrajo la fase superior y se colocé en un cristalizador
previamente tarado, para asi evaporar los restos de éter y conservar la materia grasa
adherida en el fondo del cristalizador. Se realizaron luego dos extracciones sucesivas
cada 45 minutos con 15 ml de éter etilico y 15 ml de éter de petrdleo, extrayendo la fase
superior, donde ademas de otros compuestos se encontraba la grasa. Luego de la
evaporacion completa del éter (el secado se repite tantas veces como sea necesario
hasta que la diferencia de peso sea menor a 1 mg), se pesaron los cristalizadores y por

diferencia de peso, se obtuvo el porcentaje de materia grasa:

G%= [mz— mi ] 100

M

Donde: m4: masa en g del cristalizador vacio
my: masa en g del cristalizador con la materia grasa tras la evaporacién de los
solventes

M: peso de la muestra ensayada en g
G%: expresado en g de materia grasa por cada 100 gr de leche fermentada
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3.8.2 Determinacién de proteinas por el método de Kjeldahl (Matissek, Schnepel y
Steiner, 1998)

Este método se basa en el tratamiento oxidativo de la muestra con &cido sulfurico
concentrado en presencia de una mezcla catalizadora: las sales/6xidos metalicos sirven
para el transporte de oxigeno naciente y el sulfato potasico sirve para elevar el punto de
ebullicion. El trioxido de azufre formado se adiciona, como acido de Lewis, al grupo amino
del enlace peptidico (base de Lewis) de la proteina para formar acido amidosulfénico, el
cual se degrada posteriormente a sulfato amonico. A partir de este compuesto se libera el
amoniaco por tratamiento alcalino (con NaOH), el cual se transporta por medio de una
destilacion en corriente de vapor a un erlenmeyer con HCI. Luego, se realiza su titulacion
con una solucion de NaOH. El contenido en proteina de la muestra se calcula teniendo en
cuenta el contenido medio en nitrégeno de la proteina en cuestion; en este caso, se utiliza

el factor de correccion F= 6,38 (para leche y productos lacteos).

Para la digestion se tomaron 5 ml de muestra y se colocaron en dos matraces Kjeldahl, se
les adicion6é 20 ml de H,SO, al 96% (Merck®, Darmstadt, Alemania), 0,8 g de sulfato de
cobre (CuSO, (J.T.BAKER®, USA)) y 7,0 g de sulfato de potasio (K,S0, (J.T.BAKER®,
USA)); ambas sales actian como catalizadores de la reaccion de digestion. También se
afadieron trozos pequefios de porcelana para reducir la formacién de espuma durante el
calentamiento y asi evitar la posible pérdida de muestra. Se calentoé por 4 hs de acuerdo a
un programa de calentamiento que eleva la temperatura hasta 400 °C. Paralelamente, se
realizé un blanco, con los mismos reactivos pero en el lugar de la muestra se colocé agua
destilada. Al terminar esta digestion se obtuvo el nitrégeno amoniacal (NH,), proveniente
principalmente de las proteinas. A continuacion, se adicioné cuidadosamente a cada
matraz 80 ml de NaOH al 40% (Merck®, Darmstadt, Alemania), con el matraz inclinado y

dejandolo caer por las paredes, sin agitar las fases.

Para la etapa de la destilacién se procedié inmediatamente a conectar la boca del matraz
a una columna de destilacion a fin de recoger el NH; volatil en un erlenmeyer con 25 mi
de HCI 0,1 N (Merck®, Darmstadt, Alemania). Para ello el matraz se sometié a ebullicién y
se destild hasta que se duplicéd el volumen en el erlenmeyer. Una vez que finalizé la
destilacion, se apago el fuego y se lavé la columna por dentro con agua destilada para no

perder muestra.
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Por dltimo se realizé la titulacion del contenido del erlenmeyer con una solucién de NaOH
0,0914 N (Merck®, Darmstadt, Alemania), mas el agregado de unas gotas de fenolftaleina

para indicar el viraje del pH.
El porcentaje de Nitrogeno total se calculé segun la férmula siguiente:

%N=(VO| HCl1~ Vol HClI2 )* xN Hcl X 1,4007

Peso muestra

N peo= normalidad del HCI
Vol yci1= volumen total de HCI en que se recogio el NH3 volatil (25 ml)
Vol yci2= volumen de HCI titulado con el NaOH (HCI que no reacciond con el NH3).

Dado que el Volumen de NaOH gastado= volumen de HCI del erlenmeyer que no
reacciond con el NHj, se calculé el Vol 42 a partir de la siguiente equivalencia:

Meq NaOH=Meq HCI de donde:
vol NaOH gastado titulacion x Nyaon= vol HCI titulado x Ny

* Vol pcir- Vol pez = volumen de HCI que reaccion6é con el NHj; (proveniente de las

proteinas de la muestra) para dar ion amonio.

La proteina total se calculd multiplicando el Nitrogeno total por el factor 6,38, que se

emplea para productos lacteos (Horwitz W., 1970).

La cantidad de proteinas se expresé como g de proteina por cada 100 g de muestra total.

3.8.3 Determinacion de acidez titulable con NaOH 0,1 N

Se basa en la titulacion acido-base del acido lactico (presente mayoritariamente en la
leche fermentada) con NaOH, una base fuerte, en presencia de un indicador de pH,
generalmente fenolftaleina. Este colorante tiene un rango de viraje de 8,0 (incoloro)-9,8
(rosa); en este caso, se ve como el mismo pasa del incoloro al rosado. Se da por
finalizada la titulacibn cuando se ve aparicion de la primera coloracién rosa

que persiste por 30 segundos.
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Se tomd una muestra de kefir de 2 ml, se pesoé y luego se le adicionaron 100 ml de agua
destilada neutralizada previamente con NaOH 0,1 N (Merck®, Darmstadt, Alemania) y
unas gotas de fenolftaleina. A partir de esta solucién, se tomaron 10 ml los cuales fueron
titulados con una solucién de NaOH 0,1 N. La acidez se expresé como g de acido lactico

por cada 100 gr de muestra.

3.9 Determinacion del poder inhibitorio del kefir obtenido a partir de granulos
frescos y granulos liofilizados almacenados durante 6 meses sobre Escherichia coli

ATCC 25922 y Salmonella sp aislada de un alimento

La actividad inhibitoria de sobrenadantes de kefir libres de células (SLC) sobre los
microorganismos mencionados se evalué mediante la Determinaciéon de la Concentracion

Inhibitoria Minima (C.1.M.) y Determinacién cuantitativa de la actividad inhibitoria

La concentracion inhibitoria minima (CIM) de un agente antimicrobiano es la minima
concentracion del agente antimicrobiano que inhibe la multiplicacién y produccion de un
crecimiento visible de una cepa bacteriana dada en el sistema de prueba. Esta
concentracion se determina en el laboratorio incubando una cantidad conocida de
bacterias con diluciones definidas del agente antimicrobiano. En este trabajo, el
antimicrobiano a utilizar sera el sobrenadante libre de células (SLC) obtenido a partir del
kefir (Cavalieri y col., 2005).

3.9.1 Determinacién de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

El sobrenadante libre de células (SLC) de la leche fermentada con granulos de kefir
frescos y con granulos liofilizados almacenados a 4°C (por reactivaciéon directa) se obtuvo
mediante centrifugacién en ultracentrifuga Eppendorf 5415D (Eppendorf®, Alemania) a
13000 rpm por 15 minutos; y se filird con filtros estériles de membrana de 0,20 ym
(Sartorius®, Madrid, Espafia). Se realizaron diluciones seriadas del sobrenadante en tubos
con caldo nutritivo estéril (Biokar Diagnostics®, Beauvais, Francia) hasta completar un
volumen de 1ml, ensayandose las siguientes concentraciones de sobrenadante: 60% v/v,
50% v/iv, 40% viv, 30% vivy 20% v/v. En tubos por duplicado con cada concentracién, se

inocularon 10 pl del microorganismo ensayado, con una concentracién de 1,5 x 10°
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UFC/ml (obtenida a partir de la comparacion con el patrén de 0,5 Mc Farland), alcanzando
en el tubo una concentracion final de 1/100 v/v. Se incubaron todos los tubos por 24 hs a
37°C. Una vez finalizada la incubacién, se observéd crecimiento en cada tubo, indicado
por la presencia/ausencia de turbidez. A partir de los tubos donde no se observéd
crecimiento, se tomo una alicuota con ansa en anillo (calibrada en 10 ul) y se sembré en
superficie de agar nutritivo estéril (Parafarm®, Buenos Aires, Argentina), homogeneizando

con perlas de vidrio estériles.

El recuento de la concentracion inicial del microorganismo evaluado, se hizo a partir de la
solucion de 1,5 x 10® UFC/ml obtenida mediante comparacién con el patrén de Mc
Farland, el cual estaba disponible en la Catedra de Microbiologia de la FCE-UNLP. Se
hicieron diluciones seriadas (dilucién=1/10) con solucién fisiolégica y se sembraron las
diluciones 1/107, 1/10° y 1/10° en placas con &gar nutritivo estéril por duplicado. Las
placas se incubaron por 24 hs a 37 °C (tanto para Salmonella sp como para Escherichia

coli).

Se considera que un compuesto antimicrobiano tiene efecto bactericida cuando su
presencia inhibe el crecimiento de mas del 99,9% del microorganismo ensayado, sin
poder recuperarse aunque lo pase a un medio sin la sustancia inhibidora. Para poder
considerar que la sustancia a la concentracion estudiada tiene efecto bactericida, los
recuentos obtenidos de los cultivos inoculados a las 24 horas de incubacion deben ser
inferiores al 0,1% del recuento del indculo inicial. Si el recuento es superior al 0,1% del
in6culo inicial, el efecto se considera bacteriostatico (inhibe el crecimiento del patégeno

pero no lo mata) (Quintero Flérez, 2010).

3.9.2 Determinacion cuantitativa de la actividad inhibitoria

Se realizé un co-cultivo de cada microorganismo con la CIM de SLC de kefir. Se
mezclaron en tubos plasticos de 1,5 ml estériles (Eppendorf®, Alemania), una alicuota del
sobrenadante libre de células y caldo nutritivo estéril (Biokar Diagnostics®, Beauvais,

Francia).

Se preparo la suspension de concentracion conocida de cada microorganismo de acuerdo

al valor 0,5 de la escala de Mc Farland. A partir de esta solucién se tomaron 100 pl del
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inéculo y se adicionaron a la mezcla de reaccioén, llevandolo a una concentracion final de
1/10 viv.

Se incubd a 37°C y se realizaron recuentos de bacterias viables a diferentes tiempos de
incubacién (1, 4, 7, 10 y 24 horas) en medio &gar nutritivo estéril (Parafarm® Buenos
Aires, Argentina) por duplicado. Para la hora 1, se sembraron las diluciones 1/10”, 1/10°,
1/10° y 1/10% para las horas 4 y 7 (6 10) de incubacién, 1/10°, 1/10° 1/10*y 1/10° y para
las 24 hs, 1/10*, 1/10° 1/10% y 1/10" .Los resultados obtenidos se graficaron como Log
UFC/ml vs. Tiempo (Quintero Flérez, 2010).

3.10 Analisis sensorial del kefir elaborado a partir de granulos CIDCA AGK1 fresco y

liofilizado

Para el analisis sensorial del kefir elaborado con granulos CIDCA AGK1 tanto frescos

como liofilizados, las muestras tuvieron un cédigo interno para la investigacion:

Kefir fresco: Kf y Kefir liofilizado: Kl. Las pruebas aplicadas fueron las siguientes cuya

metodologia se detalla.
3.10.1 Test de triangulo para determinar similitud

El objetivo del test fue determinar si los panelistas determinaban diferencia entre las
muestras del Kf y Kl. Para la obtencién de la leche fermentada se tomaron los granulos,
tanto frescos como liofilizados, y se inocularon en leche en una concentracion del 1 %p/v.
La incubacion se realizd en un cuarto de temperatura a 30°C por 24 hs. El pH alcanzado
en el kefir en ambos casos fue de alrededor de 4,14-4,17. A las muestras se les adicion6

para endulzarlas 46,7 g de azucar/l de kefiry 166,7 ml de esencia de vainilla /I de kefir.

El panel sensorial conté con panelistas a los cuales se les presenté de manera separada
dos triangulos. Estas triadas estuvieron conformadas por dos muestras de kefir iguales y
una muestra diferente contenidas en vasos plasticos de tamafio chico. Cada vaso con la
muestra estuvo codificado por un nimero al azar de tres digitos, el cual consta en la
planilla del organizador. Entre cada triangulo, el panelista debié ingerir una galletita de

agua para asi neutralizar el sabor caracteristico del kefir (Hough ,2006).

Se utilizo la siguiente planilla:
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Nombre:

Nro. Mesa:

Usted recibira un grupo de tres muestras. Dos de estas muestras son idénticas y la otra es diferente. Por
favor, marque con un circulo el numero de la muestra diferente:

482 512 799

294 936 830

Los datos fueron analizados a partir de la siguiente ecuacion:
LS% = [(1,5. (x/n) = 0,5) + 1,5. Zg V((n.x- x*)/n®) 1.100, donde

LS%: limite superior del porcentaje de evaluadores

X: numero de respuestas correctas

n: numero total de evaluadores

Z; - valor de la curva normal correspondiente a una cola (1,64 para = 5%)

B: probabilidad de decir que son similares cuando en realidad son diferentes (error Tipo II)

a: nivel de significacién= probabilidad de decir que son diferentes cuando en realidad no
lo son (error Tipo I)

Si el valor de LS% obtenido es menor o igual al valor de Pd fijado (Poder de
diferenciacién, proporcién de evaluadores que son capaces de detectar la diferencia), se
concluye que las muestras son similares (Hough, 2006).

3.10.2 Escala hedonica para determinar aceptabilidad

El objetivo de esta prueba fue calificar a las diferentes muestras de acuerdo al nivel de
agrado que les producen a los consumidores. Para este fin, se utilizé una escala

heddnica.

Se elaboro el kefir con una concentracion de granulos de kefir en leche entera de 1% pl/v.
A las muestras se les adicion6é para endulzarlas 46,7 g de azucar/l de kefir y 166,7 ml de

esencia de vainilla /I de kefir.

Se presentd cada muestra de kefir en un vaso de plastico blanco junto con una planilla de

calificacion. El método utilizado se baso en la propuesta de Hough (2006), en la cual, los
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vasos fueron identificados con un numero de tres digitos, el cual consta en la planilla del
organizador. Cada consumidor debié puntuar la muestra de acuerdo a su nivel de agrado,
asignando un puntaje del 1 al 10 a cada uno de los componentes de la escala, siendo el 1
“‘me disgusta muchisimo” y el 10 “me gusta muchisimo” (Hough, 2006). Se utiliz6 la

siguiente planilla:

Nombre:

Edad:

Ponga un puntaje del 1 al 10 de acuerdo a su nivel de agrado,
donde 1 es “me disgusta muchisimo” y 10 es “me gusta
muchisimo”

3.11 Evaluacion estadistica

Los resultados fueron analizados utilizando analisis de varianza. Se empleo el test de
Fisher de las minimas diferencias significativas (LSD) para la comparacion de pares (Nivel
de Significancia a=0.05). Para ello se utilizé el programa STATGRAPHICS Centurion XV.I.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DEL GRANULO FRESCO

Los granulos CIDCA AGK1 frescos, que iban a ser liofilizados, fueron caracterizados en
cuanto a sus cinéticas de acidificacién, produccién de biomasa y composicion
microbiologica cuando son inoculados al 10% p/v en leche UAT, e incubados a dos
temperaturas: 20 y 30 °C. Esto se hizo con varios objetivos:
- Corroborar que sus propiedades se correspondian a las ya referenciadas por otros
investigadores del grupo.
- A partir de lo anterior, someter estos granulos a liofilizacién.
- Comparar estos resultados con los obtenidos para las mismas propiedades del
kefir elaborado con granulos liofilizados.

A continuacion, se describen los resultados obtenidos con el granulo CIDCA AGK1 fresco.

4.1.1 Estudio de la cinética de fermentaciéon de leche inoculada con granulo CIDCA
AGK1 fresco, al 10% p/va 20y 30°C

El granulo proveniente de almacenamiento a -20 °C, fue reactivado con pasajes sucesivos
en leche. La cinética se hizo inoculando el granulo fresco al 10% p/v en leche y se
tomaron medidas de pH hasta que el valor alcanzado llegé a una constante. Se

obtuvieron los siguientes datos, presentados en la tabla 1 y graficados en la figura 1.
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30°C 20°C
Tiempo (h) | pH £ DE || Tiempo (h)| pH + DE
0 6,30+0,14 0 6,39+0,01
1,63 5,90+0,07 0,98 6,12+0,03
2,33 5,61+0,04 1,98 5,89+0,04
3,18 5,22+0,09 2,96 5,71+0,03
4,23 5,01+0,06 3,95 5,68+0,02
5,22 4,32+0,05 4,98 5,48+0,03
6,22 4,16+0,09 5,92 5,37+0,04
7,20 4,08+0,25 6,68 5,30+0,04
12,82 |4,02+0,32 13,67 4,09
13,8 3,84+0,29 14,77 4,06
14,84 |3,76%0,26 16,10 4,02
15,82 |3,71+0,20 17,17 3,96
16,84 |3,66+0,18 18,30 3,93
17,78 |3,63+0,17 19,75 3,88
18,84 |3,60+0,18 20,75 3,86
19,75 |3,56+0,16 21,60 3,83
20,78 13,52+0,18 24,50 |3,82+0,22
21,64 |3,48+0,16 26,36 | 3,74+0,01
251 3,58+0,02 27,32 |3,78+0,13
25,85 |3,56+0,05 28,37 |3,73+0,30
27,23 |3,54+0,02 29,38 |3,69+0,25
28,23 |3,52+0,01 30,50 |3,70+0,22
30,00 |3,49+0,01 38,07 3,65
39,20 3,62
39,95 3,62

TABLA 1. Cinética de fermentacién en valores de pH en funcién del tiempo para el granulo CIDCA
AGK1, al 10%, a 30°C y 20°C."

'Valores promedio y desviacién estandar de experimentos por duplicado.
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FIGURA 1. Cinética de fermentacion: valores de pH en funcién del tiempo para el granulo
CIDCA AGK1, al 10% p/v, a 30°C ya 20°C. o Granulo de kefir CIDCA AGK1 20°C; e
ranulo de kefir CIDCA AGK1 30°C .

Las curvas presentan el promedio y DE de los experimentos realizados por triplicado.

En la grafica se observa una tendencia similar en ambas curvas. Una vez inoculado el
granulo de kefir en la leche, el pH comenzdé a descender, por la accion de los
microorganismos que pasan del granulo a la leche y fermentan la lactosa (Garrote, 1999).
En relacién a la velocidad de disminucién del pH, al comienzo de la incubacion, ésta es
mayor en la leche con granulo incubada a 30°C con relaciéon a la velocidad a 20°C a las
primeras horas de la fermentacion, aproximadamente entre la hora 3 y la hora 7. Una vez
transcurridas las 15 hs de incubacion, las velocidades comenzaron a disminuir hasta
llegar a tener pendiente aproximadamente nula. A la hora 30, el kefir alcanzd un pH de
3,49+0,014 y 3,70+0,219 a 30 °C y 20 °C, respectivamente.

El pH necesario para realizar el ensayo sensorial posterior debia estar cercano a 4,00.
Para el caso del granulo fresco CIDCA AGK1 incubado al 10% p/v a 30°C, este valor se

alcanzo a las 6,22 hs aproximadamente. En cambio, este mismo granulo incubado en las

33



mismas condiciones pero a 20°C, obtuvo dicho rango de valor luego de las 13 hs de

incubacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los estudios descriptos en la introduccién, la
presencia de acidos se corresponde con la actividad antimicrobiana y su concentracién
aumenta a medida que desciende el valor de pH del kefir durante su fermentacién. Debido
a esto se busco obtener sobrenadantes de kefir con los menores valores posibles de pH
para evaluar su capacidad antimicrobiana. Los sobrenadantes utilizados alcanzaron un pH
minimo alrededor de 3,64. En este caso, el pH fue alcanzado relativamente al mismo
tiempo en ambas temperaturas de incubacion. Debido a los requerimientos establecidos
de pH para analisis sensorial y microbioldgico, se decidid fermentar los granulos
liofilizados a 30 °C.

Garrote (1999), determiné que inoculando el granulo CIDCA AGK1 al 10% en leche e
incubando a 20°C, se alcanzaba un pH de 4. Estos resultados son similares a los
alcanzados en este estudio ya que a 18 horas de incubacion, se alcanzé pH de 4,0. Asi,
se podria manifestar una marcada similitud entre los datos recopilados en ambos
estudios. Partiendo de este analisis se compararan con las cinéticas de los mismos

granulos pero una vez hayan pasado por el proceso de liofilizacién y reactivacion.

Las cinéticas también se compararon con el trabajo de Ledén (2013), en el cual se
fermentd el granulo CIDCA AGK1 fresco al 10 % p/v y 30°C en leche. Se vié que
alrededor de las 8 hs de incubacion, se obtuvo un valor de pH mas bajo en este trabajo
(alrededor de 4,00) en relacion al reciente mencionado (pH= 4,50 aproximadamente).
Pero a las 30 hs de fermentacién, los valores de pH encontrados fueron similares,

aproximadamente 3,50.

4.1.2 Estudio de la microbiota del kefir obtenido a partir de granulos frescos

Se realizoé el recuento del numero total de bacterias lacticas (BAL) y levaduras (LEV)
presentes en el kefir, a partir de la inoculacion de los granulos de kefir CIDCA AGK1

frescos en leche fluida, en concentracion del 10% p/v e incubados a 20 y a 30 °C.
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4.1.2.1 Recuento a partir de la fermentaciéon de leche UAT con granulo fresco CIDCA

AGK1, en concentracion del 10 % p/v y a 20°C

La leche se fermentd con granulos de kefir hasta las horas 30 y 40, alcanzando pH de
3,70 y 3,62 respectivamente. Se realizaron los recuentos de BAL y LEV, segun lo

descripto en Materiales y métodos. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 2.

pH final kefir|BAL (UFC/mI)?| LEV (UFC/ml)
3,70 2,26+ 0,22E+8 | 1,40+ 0,40 E+6
3,62 3,08+ 0,46E+8 | 1,35+ 0,19 E+6

TABLA 2. Recuento de bacterias lacticas (BAL) y levaduras (LEV) de leche fermentada con
grénulo fresco CIDCA AGK1apH 3,70y 3,62, a 20°C",

Resultados obtenidos de dos experimentos independientes por duplicado. Se presenta el promedio y la
desviacién estandar.
2UFC/ml: unidades formadoras de colonias por mililitro de leche fermentada con granulo CIDCA AGK1 al 10% p/v,
a 20°C.

Los recuentos obtenidos fueron similares para ambos pH, indicando que en la regién de la
curva donde la pendiente es casi nula, sin variaciones grandes de pH, no hubo
incremento en el recuento. Aparentemente, los sustratos disminuyeron o existieron
metabolitos en el kefir que inhiben a los microorganismos presentes. También se observo
esa inhibicion en que la produccion de acidos es tan lenta que se refleja en el minimo

descenso de pH.

De acuerdo al CAA, los valores minimos dentro de los cuales deben estar los recuentos
de BAL y de LEV en el kefir deben ser 107 y 10*, respectivamente (CAA, 2010). En este
trabajo se obtuvieron recuentos de un (1) orden de magnitud por encima del valor minimo
de BAL y dos (2) 6rdenes de magnitud en el caso de las LEV, con lo cual se cumplen los

requisitos del CAA.

Al comparar estos resultados con los obtenidos por Garrote (1999) cuando empled
granulos al 10% e incubd a 20 °C, se observd que las concentraciones encontradas de
BAL son similares en ambos ensayos (orden de 10® UFC/ml), pero las LEV cuantificadas
por Garrote tuvieron aproximadamente un orden de magnitud mayor (10’ UFC/ml) que el

encontrado en este trabajo.
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4.1.2.2 Recuento a partir de la fermentacion en leche del granulo fresco CIDCA

AGK1, en concentracion del 10 % p/v y a 30°C

Para realizar los recuentos se parti6 de una leche fermentada con granulos de kefir, los
cuales fueron reactivados por sucesivos repiques en leche. En este ensayo, el tiempo de
fermentacion fue de 30 hs, alcanzando un pH final de 3,49. A partir de la leche fermentada
se hicieron las diluciones y las siembras respectivas. Los recuentos obtenidos se

presentan en la siguiente tabla.

pH [BAL (UFC/mIY’[ LEV (UFC/ml)
3,5(0,8120,08 E+8 | 2,27+0,65 E+6

TABLA 3. Recuento de bacterias lacticas (BAL) y levaduras (LEV) de leche fermentada
con granulo fresco CIDCA AGK1 a pH 3,49 a 30°C".

' Resultados obtenidos de un experimento por duplicado. Se presenta el promedio y la desviacién estandar
obtenida.

2 UFC/ml: unidades formadoras de colonias por mililitro de leche fermentada con granulo CIDCA AGK1 al 10%
p/v, a 30°C.

Los recuentos de BAL y LEV obtenidos con leche fermentada a 30 °C, se mantuvieron
dentro del limite fijado por el CAA, por lo cual este producto también puede ser empleado

en los estudios de liofilizacion.

Al comparar los valores obtenidos de los recuentos a las dos temperaturas de ensayo por
medio de un Analisis de Varianzas (ANAVA), se determiné que los recuentos de BAL
presentaron diferencias estadisticamente significativas (P<0,05%); no asi en el caso de
las LEV: los recuentos a las dos temperaturas ensayadas no presentaron diferencias
estadisticamente significativas. A pesar de estos resultados, se pudo concluir que seguian

estando dentro de los valores exigidos por la ley.

Al comparar con los recuentos obtenidos por Ledn (2013), con leche fermentada con
granulo CIDCA AGK1 al 10% en leche UAT, a 30 °C, también a pH 3,5 se observé que las
concentraciones tanto de BAL como de LEV fueron de alrededor de un orden de magnitud

mayor en el trabajo mencionado (4,50x10° y 2,25x10” UFC/ml).

Una vez obtenidos los recuentos de las leches fermentadas con los granulos CIDCA
AGK1 a 20 y a 30 °C, se procedidé a estudiar el incremento de biomasa de ambos

granulos a diferentes temperaturas, lo cual se desarrolla en el siguiente apartado.
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4.1.3 Incremento de biomasa del granulo CIDCA AGK1 (en leche) previo a la

liofilizacion

Con el fin de analizar si la liofilizaciéon influye en la capacidad de produccion de biomasa,
se compararon las cinéticas de incremento de biomasa del granulo fresco (sin liofilizar) y
liofilizado (Inciso 4.2.3, pag. 47). Se realizd el seguimiento del aumento de biomasa del
granulo fresco CIDCA AGK1, incubado al 10% en leche a dos temperaturas: 20 °C y 30°C
durante 36 dias. Los resultados se expresaron como Biomasa (gramos) vs. tiempo (dias),

segun se observa en la figura 2.
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FIGURA 2. Incremento de biomasa: peso de los granulos frescos CIDCA AGK1 (g) en funcién del
tiempo de incubacion (dias). Incubados a una concentracién del 10% p/v en leche, a 20°Cy 30°C.
e Granulo de kefir CIDCA AGK1 20°C; e granulo de kefir CIDCA AGK1 30°C .

En la grafica se observa que el aumento de biomasa alcanzé mayor velocidad cuando el

granulo fresco fue incubado a 20°C. Ademas, a partir del dia 22 de incubacion, se
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determin6 un cambio en la velocidad de incremento de la biomasa del granulo
almacenado a 20°C, pasando de 2,81 g/dia (r’=0,9899) a 6,29 g/dia (r*=0,9909). La
velocidad del aumento de peso calculada para el granulo fresco almacenado a 30°C, tuvo
un valor constante de 1,93 g/dia (r*=0,9723) a lo largo de los dias de incubacion. Para
ambas temperaturas de incubacion, la velocidad de aumento de biomasa fue similar
durante los primeros 20 dias pero a partir del dia 22 se hace mucho mayor la velocidad de
los granulos a 20°C. Ya anteriormente se ha demostrado que los granulos de kefir CIDCA
AGK1 crecen bajo sucesivos subcultivos en leche UHT (Garrote, 1999). Segun Yokoi y
col. (1990), la tasa de crecimiento del granulo de kefir se define como aumento de peso/ g
de granulo humedo/dia, indicando que la poblacién microbiana del granulo esta activa.
Con base en lo anterior se hizo el estudio de incremento de biomasa de los granulos
liofilizados en el tiempo. Asi se compard si los microorganismos seguian viables en el
tiempo de almacenamiento, después del tratamiento de conservacion. Por otro lado,
Abraham y De Antoni (1999) describieron que la proteina del granulo no venia del sustrato
fermentado, por lo cual uno o varios de los microorganismos del granulo podian ser los
responsables de la produccién de la proteina y del aumento de biomasa. Es posible que
un cambio en la cinética de la biomasa de los granulos a diferentes tiempos o
temperaturas corresponda a un cambio en la poblacién de dichos microorganismos
(Abraham y De Antoni, 1999; Garrote, 1999).

Aunque se realizé el ensayo con diferentes cantidades de biomasa iniciales, se pudo
observar que el incremento total del peso de granulos de kefir fue diferente. Luego de 36-
37 dias de incubacion, los granulos frescos CIDCA AGK1 almacenados a 20°C
septuplicaron su peso, mientras que los incubados a 30°C sdélo aumentaron

aproximadamente 2,5 veces su peso inicial.

Otros investigadores estudiaron el cambio de biomasa del granulo fresco en suero de
lecheria a diferentes temperaturas. Cuando la fermentacion se llevo a cabo a 30 o 37°C,
los granulos cambiaron su apariencia a simple vista, mostraron una menor tasa de
crecimiento, bajo contenido de agua, poca diversidad en cuanto a las levaduras presentes
y un mayor valor en la relaciéon proteina/polisacarido en comparaciéon con los granulos
fermentados en leche a 20°C. En cambio, en el cultivo a 20 °C y en suero durante tiempos
prolongados no se observé variacion en la capacidad acidificante, tasa de crecimiento,
apariencia macroscoépica, ni en la composicion microbiolégica ni quimica; sélo se vié

reducida la poblacién de ciertas levaduras luego de mas de 20 subcultivos en suero
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(Garrote, 1998). Es decir, al igual que lo concluido en esta tesina, la tasa de crecimiento
del granulo depende de la temperatura de fermentacion, aunque el sustrato base sea

diferente.

Una vez establecidas las propiedades de los granulos CIDCA AGK1 frescos, se procedié
a liofilizarlos tal como se describié en Materiales y métodos. Los granulos liofilizados se
almacenaron a 4°C y se evaluaron sus propiedades microbiolégicas, fisicoquimicas,

antibacterianas y sensoriales a los tiempos 0, 1, 3 y 6 meses de almacenamiento.

4.2 CARACTERIZACION DEL GRANULO LIOFILIZADO
4.2.1 Cinética de fermentacion de la leche con granulo CIDCA AGK1 liofilizado

4.2.1.1 Granulo liofilizado a t=0, 1, 3 y 6 meses de almacenamiento a 4°C, inoculado

al 10% p/v en leche a 30°C, reactivado por dos pasajes sucesivos en leche

Se realizé una cinética de fermentacion con el granulo liofilizado inmediatamente luego de
liofilizar (tiempo 0) y a los meses 1, 3 y 6 de almacenamiento en heladera (4°C). Para
todos los casos, los granulos fueron reactivados por medio de dos repiques sucesivos en
leche. La concentracion del granulo en leche fue del 10% p/v y la temperatura del cuarto
de incubacién fue de 30°C. Se obtuvieron los siguientes valores de pH en funcion del

tiempo en horas de incubacion, los cuales se presentan en la figura 3.
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FIGURA 3. Cinética de acidificacion de leche fermentada con granulo liofilizado CIDCA AGK1, al

10%, a 30°C a diferentes tiempos de almacenamiento a 4°C: ® Granulo liofilizado sin almacenar;

grénul? almacenado por 1 mes; V¥ granulo almacenado por 3 meses; A granulo almacenado por 6
meses .
' Las curvas presentan el promedio y DE de los experimentos realizados por triplicado.

En la grafica se observa una tendencia similar en las cuatro curvas. La pendiente de las
curvas del granulo liofilizado sin almacenamiento y del mismo almacenado 1 mes a 4°C
fue muy similar, mientras que la obtenida con el granulo almacenado por 3 y 6 meses a
4°C present6 una pendiente diferente respecto a las dos primeras: fue mas pronunciada

al comienzo de la cinética.

Esto va de la mano con la relativa estabilidad de las BAL, las cuales son las productoras
de &acido lactico, como producto de la fermentacién de la lactosa. Este &cido, junto con el
acido acético (producido por las bacterias acido-acéticas), es el principal responsable de

la disminucion del pH.

A fin de evaluar si la capacidad de acidificacion de las bacterias acido lacticas presentes
en el kefir, fue afectada por la liofilizacién y el tiempo de almacenamiento, se analizé en la
cinética de acidificacion de 24 h el minimo pH que se alcanzaba en dicho tiempo de

fermentacion. Los resultados se observan en la tabla 4:
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Tiempo de almacenamiento | pH a 24 h fermentacion’
(meses)
0 3,66 + 0,05
1 3,50 + 0,04
3 3,71+0,13
6 3,565+ 0,02

TABLA 4. Valores de pH minimos alcanzados luego de 24 hs de fermentacion del granulo

liofilizado CIDCA AGK1 en leche, almacenado a diferentes tiempos a 4°C.
"Valor de pH alcanzado a las 24 hs de fermentacion del granulo liofilizado a 30°C.

Teniendo en cuenta los valores de pH final de kefir elaborado a partir de los granulos
liofilizados almacenados a distintos tiempos, se establecié que los valores de pH final eran

similares, variando entre 3,50 y 3,71.

Se busco determinar ademas el tiempo que tardaba cada fermentacion en alcanzar un
minimo pH, a partir del cual la curva de acidificacion se estabilizaba, lo cual se observa en
la tabla 5.

Tiempo almacenamiento a 4°C Tiempo fermentacién pH minimo
(meses) (h) alcanzado

0 47 3,33 +0,03

1 29 3,43 0,04

3 26 3,70 +0,02

6 28 3,50 +0,04

TABLA 5. Relacién entre el tiempo de almacenamiento y el tiempo y pH minimo alcanzado
en la fermentacion de la leche con granulo liofilizado CIDCA AGK1,con diferentes tiempos

. 1
de almacenamiento a 4°C.
' Los valores presentan el promedio y la desviacion estandar de los experimentos realizados por triplicado

Se pudo establecer que tanto el tiempo de estabilizacién de la curva como el minimo pH
al cual tenia lugar, variaba segun los distintos meses de almacenamiento. Al tiempo 0, un
tiempo de fermentacion de casi dos dias permitié alcanzar el minimo pH de todos los
tiempos de almacenamiento evaluados, de 3,33. En las fermentaciones realizadas a los
demas meses de almacenamiento, no se volvid a descender a este pH, alcanzando
valores entre 3,43 y 3,7. Sin embargo, estos valores estan dentro de los que se han

empleado habitualmente y son recomendados para la fabricacion del kefir en los
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comedores e instituciones que trabajan con el proyecto de extension “Kefir un alimento

probiético a costo cero”.

El pH utilizado para realizar el analisis sensorial del kefir posterior debia estar alrededor
de 4,00. Este valor fue obtenido a diferentes tiempos aproximados, segun las curvas
realizadas: 18 hs para el granulo al tiempo 0 de liofilizaciéon; 12 hs para el granulo
liofilizado almacenado por 1 mes a 4°C; 16 hs en caso del granulo almacenado a la

misma temperatura por 3 meses; y 15 hs para el granulo conservado por 6 meses.

Para el caso del ensayo de actividad antimicrobiana del sobrenadante de kefir, se
necesitaba obtener los valores de pH mas bajos posibles. Los sobrenadantes utilizados
tenian un pH de alrededor de 3,64. Como se puede observar en las tablas y en las curvas,
dichos valores de pH fueron alcanzados a diferentes tiempos dependiendo del tiempo que
estuvo el granulo liofilizado almacenado a 4°C. Para el granulo utilizado inmediatamente
luego de liofilizarlo, se alcanzé ese valor de pH aproximadamente a las 27 hs de
incubacioén; para el granulo liofilizado almacenado a 1 mes a 4°C, 22 hs; para el caso
granulo liofilizado almacenado por 3 meses a 4°C, no se llegoé a alcanzar ese valor de pH;
el valor minimo fue 3,7 aproximadamente. Y con el granulo almacenado por 6 meses a
4°C, llego al pH de 3,64 a las 23 hs de incubacion a 30°C.

Teniendo en cuenta la curva obtenida para el granulo liofilizado al tiempo 0, y haciendo la
comparacién con la curva obtenida para el granulo fresco en las mismas condiciones de
temperatura de incubacién y de porcentaje de inéculo (30°C y 10% p/v), se pudo observar
que el pH tardé mas tiempo en estabilizarse para el caso del granulo liofilizado. La
incubaciéon duré aproximadamente 47 hs. Sin embargo, el valor minimo que alcanzé fue
inferior: 3,33. Para el granulo fresco, el pH llegd a 3,49 luego de 30 hs de incubacién a
30°C. Ademas, de acuerdo a lo visto en las tablas para las primeras horas de incubacion,
puede decirse que el descenso de pH fue mas veloz con el granulo fresco, que con el

granulo liofilizado.

Al comparar los resultados de la cinética de fermentacion del granulo CIDCA AGK1
liofilizado, con los obtenidos por Ledn (2013) con granulo fresco CIDCA AGK1, pudo
verse la misma relacion que en el parrafo anterior. En el trabajo mencionado se alcanzo el
pH 4,5 aproximadamente a la hora 8 de fermentacion, y tardé 30 horas para llegar al pH
de 3,5. A pesar de esto, el tiempo necesario para alcanzar el pH 3,3 fue mayor para el

caso del granulo fresco (60 horas) con respecto al granulo liofilizado (47 horas).
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Los resultados indican que las BAL y las LEV del granulo de kefir CIDCA AGK1,
sobrevivieron tanto a la liofilizacion como al almacenamiento por meses a temperaturas

aproximadas de 4°C, conservando durante todo este tiempo su viabilidad.

4.2.2 Estudio de la microbiota del granulo liofilizado y del kefir obtenido a partir de

leche fermentada con granulos liofilizados

Se realiz6 el recuento del numero total de bacterias acido lacticas (BAL) y levaduras
(LEV) presentes en el kefir, a partir de la inoculacién de los granulos de kefir CIDCA
AGK1 liofilizados en leche fluida, en concentracién del 10% p/v. También se realizo6 el
recuento a partir del granulo de kefir liofilizado, con dos reactivaciones sucesivas en leche
0 sin reactivacion previa. Los resultados se expresaron como Unidades Formadoras de
Colonias por ml de kefir (UFC/mI) o como Unidades Formadoras de Colonias por gramo

humedo de granulo de kefir (UFC/g) (Garrote, 1999), segun corresponda.

4.2.2.1 Recuento de bacterias acido lacticas y levaduras a partir del kefir obtenido
con granulo CIDCA AGK1 liofilizado, en concentracion del 10 % p/v y a 30°C, a los

tiempos 0 y 1, 3 y 6 meses de almacenamiento a 4°C

Se tomaron viales del granulo almacenado en refrigeracion al cumplirse los diferentes
tiempos de almacenamiento y se hizo la reactivacion mediante dos pasajes sucesivos en
leche. Seguidamente se realizé la fermentacion en leche hasta alcanzar un valor
constante de pH y a partir de aqui se hicieron los recuentos segun lo especificado en

Materiales y métodos. Los recuentos obtenidos se indican en la tabla 6 y en la figura 4.

Tiempo de Almacenamiento| BAL (UFC/ml) | LEV (UFC/mI)
0 2,07 £ 0,21E+8 | 4,64+ 0,38 E+6
1 mes 2,36 +1,06 E+8|2,34 + 0,66 E+6
3 meses 3,12+ 0,56 E+8 |2,29 + 0,84 E+7
6 meses 2,64 £ 0,20 E+8 | 1,26 £ 0,47 E+7

TABLA 6. Recuento de bacterias lacticas (BAL) y levaduras (LEV), indicadas como UFC/ml de
kefir ?Iaborado con granulo liofilizado almacenado por diferentes tiempos (a 4°C), incubado a
30°C.

"Valores promedios y desviaciones estandar de los experimentos realizados por triplicado.
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FIGURA 4. Recuento de BAL y LEV de kefir elaborado a partir de la incubacién a 30°C de
granulos CIDCA AGK1 liofilizados y almacenados a 4°C durante diferentes tiempos (el eje

de las ordenadas esta en escala logaritmica). ® Bacterias lacticas (BAL). ® Levaduras
(LEV)."?

'Las curvas presentan el promedio y DE de los experimentos realizados por triplicado.

% Los recuentos con la misma letra no tienen diferencias estadisticamente significativas entre si.

Como se observa tanto en la tabla 6 como en la figura 4, el recuento de BAL no parece
haberse visto influenciado por el almacenamiento prolongado a 4°C, pero al realizar un
andlisis estadistico se determind que los recuentos de los meses 0 y 1 no presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre ellos durante el almacenamiento, al igual

que los meses 1 y 6. En cambio, el recuento obtenido a los 3 meses si presentd

diferencias estadisticamente significativas (P<0,05%) respecto al resto de los recuentos.

En el caso de las levaduras, su recuento fluctu6é a lo largo del almacenamiento. Se le
aplicé un ANAVA a los datos y se determind que existian diferencias significativas; se
realizé un Test de Multiples Rangos para saber cuales eran las medias q diferian y se
encontré que los recuentos obtenidos a los meses 0 y 1 no diferian significativamente. El
maximo recuento se alcanzé al mes 3, mientras que disminuyé al mes 6, siendo

estadisticamente similar al del mes 0.
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En estudios realizados sobre la supervivencia de bacterias acido lacticas y levaduras, al
secado por spray drying, Golowczyc y col. (2010) determinaron que Lactobacillus
plantarum CIDCA 83114 era mas estable al tratamiento que la levadura Saccharomyces
lipolytica CIDCA 8112. Mientras que el recuento del primero descendia alrededor de un
logaritmo, el de la levadura descendio entre 2,2 y 4,2 logaritmos, segun la temperatura del
aire de salida en el equipo de secado (Golowczyc et al.,, 2010). En nuestro estudio, las
levaduras inicialmente descendieron (al mes 1) para luego aumentar su recuento en un
logaritmo, (mes 3 y 6), lo cual indicé que aunque hubo un descenso al inicio, la
supervivencia en los seis meses de almacenamiento no se vio reducida con este proceso

de secado del granulo.

Los datos encontrados en este trabajo pueden compararse también con la informacién
obtenida por Bolla y col. (2011), con microorganismos liofilizados aislados del granulo de
kefir: Lactococcus lactis CIDCA 8221, Lactobacillus plantarum CIDCA 83114,
Lactobacillus kefir CIDCA 8348, Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154 y Saccharomyces
cerevisiae CIDCA 8112. Se observé que luego de la liofilizacién del cultivo mixto, y
almacenamiento a 4°C por 150 dias, la viabilidad de los integrantes del mismo disminuyé
aproximadamente dos 6rdenes de magnitud para el caso de los mas afectados (Lb.
plantarum CIDCA 83114, Lb. kefir CIDCA 8348 y Sac. cerevisiae CIDCA 8112), siendo los
microorganismos menos afectados: Lc. lactis CIDCA 8221 y K. marxianus CIDCA 8154,

los cuales disminuyeron su viabilidad, aproximadamente, en un orden de magnitud.

Se puede concluir que la supervivencia al método de conservacidn dependeria de las
condiciones de tratamiento y del microorganismo en particular; por ejemplo, algunas

levaduras son mas resistentes que otras a un mismo tratamiento de secado.

De acuerdo a lo obtenido, se puede afirmar que los recuentos de bacterias acido-lacticas
permanecen mas estables durante el tiempo de almacenamiento luego de la liofilizacion,

que los correspondientes a las levaduras.

Al comparar los valores encontrados para el kefir elaborado con el granulo de kefir fresco
con el del granulo liofilizado al tiempo cero (0), ambos incubados a 30°C durante la
fermentacion, no se encontr6 diferencia  estadisticamente significativa entre los

recuentos. A partir de estos resultados se podria decir que el proceso de liofilizacién no
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afecta significativamente la viabilidad y posterior desarrollo de las bacterias lacticas y de
las levaduras. Se pudo relacionar también los resultados de este trabajo con los obtenidos
por Garrote (1999), donde se determind la concentracion de BAL y LEV en granulos
frescos de kefir CIDCA AGK1 almacenados a 4 °C por 120 dias. Se observé que las
concentraciones encontradas en ambos trabajos para el numero de BAL fueron muy
similares; sin embargo, las concentraciones de LEV fueron mayores en este trabajo,
incluso hasta dos (2) 6rdenes de magnitud por encima del valor encontrado en el anterior
estudio (Garrote, 1999). A partir de estas observaciones se sigue comprobando que el
comportamiento de las levaduras es mas variable que el de las bacterias acido lacticas en

los diferentes experimentos.

Al considerar los recuentos minimos exigidos por el CAA, puede decirse que los dos
grupos microbianos resistieron a las condiciones de liofilizaciéon y que sus recuentos estan

dentro de los limites establecidos por la legislacion (CAA, 2010).

4.2.2.2 Recuento de bacterias acido lacticas y levaduras a partir del granulo

liofilizado CIDCA AGK1 a 30°C, a los 3 meses de almacenamiento a 4°C

El granulo fue reactivado mediante dos pasajes sucesivos de 24 h cada uno, en leche, a
una concentracion del 10% p/v y se incubo a 30°C. Cumplido el tiempo, se tomé 1 g de
granulo y se disgregd en 9 ml de triptona estéril al 0,1% p/v, lo cual se consideré la
dilucion 1/10. A partir del homogenizado se hicieron diluciones seriadas hasta la dilucion
1/108. Las diluciones se sembraron segtn lo indicado en Materiales y métodos, tanto para
el caso de BAL como de LEV. Se obtuvo un recuento de 2,17+0,09 E+9 UFC/g de BAL y
1,48+0,30E+8 UFC/g de LEV. En este ensayo se observaron también colonias de
Geotrichum candidum en las placas con medios YGC. Este hongo forma parte de la

amplia microflora del kefir (Garrote, 1999).

Se compararon estas concentraciones, por medio de un ANAVA, con las obtenidas a
partir de leche fermentada con granulo liofilizado CIDCA AGK1, a los 3 meses de
almacenamiento a 4°C. Este analisis di6 como resultado que existian diferencias
estadisticamente significativas entre los recuentos de BAL y LEV de los dos tratamientos

realizados, a un nivel de confianza del 95%.
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4.2.2.3 Recuento de bacterias acido lacticas y levaduras a partir del granulo

liofilizado CIDCA AGK1 a 30°C, a los 6 meses de almacenamiento a 4°C

Se quiso determinar la diferencia en el recuento obtenido al mayor tiempo de
almacenamiento, cuando el granulo era reactivado por dos pasajes en leche a 30 °C y

cuando no era reactivado. Los resultados se expresaron como UFC/g de granulo

liofilizado:
Numero de pasajes en leche para BAL (UFC/g ) LEV (UFClg)
reactivaciéon
0 3,30 £ 0,62 E+5 1,97 +1,28 E+4
2 2,88 +0,70 E+8 1,25+ 0,17E+8

TABLA 7. Recuento de BAL y LEV a partir de granulo liofilizado CIDCA AGK1 a 30°C, almacenado

por 6 meses a 4°C, con reactivacion y sin reactivacion.’
Los resultados se obtuvieron de dos experimentos realizados por duplicado.

Los datos presentados en la tabla 7 indican que la diferencia en los valores de UFC/g de
granulo liofilizado segun hubiera o no reactivacion, estuvo entre 3 y 4 6rdenes de
magnitud. lgualmente se determiné que los recuentos de BAL y LEV entre los dos
tratamientos tuvieron diferencias estadisticamente significativas (P<0,05%). Se puede
afirmar que es necesario que tenga un pasaje doble por leche para obtener altas

concentraciones de bacterias lacticas y de levaduras.

También se compararon estos valores con los obtenidos en el recuento a partir de la
leche fermentada con el granulo liofilizado CIDCA AGK1 (reactivado), almacenado por 6
meses a 4 °C. Se realizé un ANAVA con todos estos datos y se concluydé que, para el
caso de las BAL, los recuentos obtenidos a partir de la leche fermentada con el granulo
liofilizado y a partir del granulo liofilizado reactivado no presentaron diferencias
estadisticamente significativas; no asi para el caso de la leche fermentada y el granulo
liofilizado sin reactivar previamente (P<0,05%). Se compararon también los recuentos de
LEV obtenidos en los tres casos descriptos y se determiné que las tres medias de los
recuentos tenian diferencias estadisticamente significativas; siendo la de mayor valor la
obtenida a partir del granulo liofilizado y reactivado por doble pasaje en leche, a los 6
meses de almacenamiento.De esta manera, se podria pensar entonces que dentro del
granulo, las concentraciones de BAL y LEV son similares, pero como las bacterias
lacticas podrian migrar sin dificultad hacia la leche, no asi las levaduras, en el kefir se
obtienen concentraciones diferentes de cada tipo de microorganismo. En estudios del

granulo de kefir con microscopio electronico se ha demostrado que en la periferia del
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granulo se encuentran basicamente las bacterias, y hacia el interior la microbiota cambia
progresivamente, aumentando el numero de levaduras (Botazzi y Bianchi, 1980;
Duitschaever y col. 1988). ). No obstante, deberan hacerse investigaciones futuras que
analicen mas en profundidad la variacién del perfil microbiano en el granulo y en sus

productos fermentados.

Los valores obtenidos para el caso de los recuentos de BAL y LEV de los granulos con los
que se fermenta la leche en uno de los comedores que trabaja junto con el Proyecto de
Extensidn fueron 5,64 x 10% UFC/g de bacterias lacticas y 7,55 x 107 UFC/g, para el caso

de levaduras.

Garrote (1999) reporté los siguientes valores promedio: 3,96 (+ 2,92) x 10® UFC/g
lactobacilos y 9,30 (+ 4,05) x 10" UFC/g levaduras.

Entonces, la reactivacién minima por dos pasajes sucesivos en leche es necesaria para
que la microflora predominante del kefir se encuentre viable, dentro de los parametros de

recuentos exigidos por la legislacion y asi sea capaz de acidificar la leche.

4.2.3 Cinética de produccion de biomasa del granulo liofilizado

Con el fin de analizar si la liofilizacién influye en la capacidad de produccion de biomasa,
se realizd el seguimiento del aumento de biomasa del granulo liofilizado CIDCA AGK1,
incubado al 10% en leche a 30°C durante 22 dias. Los resultados se expresaron como

Biomasa (gramos) vs. tiempo (dias), segun se observa en la figura 5.
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FIGURA 5. Incremento de biomasa: peso de los granulos liofilizados CIDCA AGK1 (g) en funcién
del tiempo de incubacion (dias). Incubados a una concentracion del 10% p/v en leche, a 30°C.

El granulo liofilizado almacenado a 4°C durante 6 meses, fue repicado en leche y pesado
cada 24 horas, obteniendo una curva que presenta una tendencia ascendente en el
aumento de peso. Durante los 22 dias del experimento, el granulo incrementé su peso
1,32 veces. El granulo fresco al cual también se le estudio la cinética de biomasa a 30°C,
aumenté en el mismo periodo de tiempo 1,77 veces su peso. Lo anterior indica que el
granulo liofilizado pierde capacidad de formacién de biomasa con respecto al granulo
fresco. Sin embargo, aunque el granulo fresco aumenta 1,34 veces mas su peso con
respecto al liofilizado, se podria considerar que esta no es una gran diferencia. Lo anterior
permite pensar que aun cuando desciende la capacidad de formar biomasa, se puede
seguir considerando apropiada la liofilizacion para la conservacion y almacenamiento del

granulo.

4.2.4 Analisis de la composicion fisico-quimica de la leche fermentada con granulos

de kefir liofilizados

Se realiz6 el analisis fisico-quimico de la leche fermentada a partir de la inoculacion con
granulos liofilizados CIDCA AGK1, almacenados a 4°C por diferentes tiempos (0,1, 3y 6

meses). Se realizaron tres determinaciones: materia grasa por el método de Rose-
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Gottlieb, proteinas por el método de Kjeldahl y acidez titulable por valoracién con NaOH

0,1 N.

Los resultados obtenidos a lo largo de los 6 meses de almacenamiento fueron los

siguientes:
TIEMPO (meses) | Proteina (g/100 g) | Materia Grasa (g/100 g) | Acidez (g ac. lactico/100 g)
0 3,35+0,07 3,6+0,24 0,43
1 3,6+0,23 ND 0,49
3 3,95 3,47 0,85
6 3,56+0,09 1,9240,25 0,74
Valor Referencia B MINIMO 2,9 3,0-5,9 0,6-2,0

TABLA 8. Composicion fisico-quimica de la leche fermentada a partir de granulos liofilizados
CIDCA AGK1, en concentracion del 10%."
' La determinacion de proteinas y de materia grasa se realizé por duplicado. La titulacion para precisar acidez se realizé una

sola vez.
WValores de referencia establecidos segun el CAA
ND: No Determinado

1 Me Lo DL AR

|_|

g/100 g de kefir

3 6

Tiempo (meses)

FIGURA 6. Evolucion de la concentraciéon de proteinas, materia grasa y acidez en la leche
fermentada con granulo liofilizado CIDCA AGK1, en concentracion del 10%, almacenado a
4°C durante diferentes tiempos. B g de proteinas/100g leche fermentada; ® g de materia
grasa/100 g leche fermentada; g de acido lactico/100 g leche fermentada.

Con los datos obtenidos se pudo observar que las concentraciones de proteinas y la

acidez son los valores q se mantuvieron relativamente constantes a lo largo del

50



almacenamiento del granulo liofilizado. Con respecto a la composicién de materia grasa,
se pudo decir g hay una disminucion en su valor a lo largo del tiempo de
almacenamiento. Esta apreciacion a simple vista puede complementarse con un analisis
estadistico de los datos: en el caso de las proteinas el Analisis de Varianza realizado
arrojo que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre todos los valores
obtenidos durante el tiempo que durd el almacenamiento. El valor de acidez titulable
también se analizé estadisticamente y se comprobd que las medias obtenidas durante el
mes 0 y el mes 1 no presentaron diferencias estadisticamente significativas, pero si lo
hicieron las medias del mes 3 y 6 de almacenamiento entre ellas y con respecto a las
demas. En cuanto al contenido de materia grasa presente en la leche fermentada con los
granulos liofilizados almacenados por diferentes tiempos, se analizé por medio de un
ANAVA también y se determiné que los valores se mantenian sin diferencias
estadisticamente significativas durante los tres primeros meses de almacenamiento, pero

luego de los seis meses de almacenamiento aparecié diferencia (P<0,05%).

Respecto a los valores de referencia establecidos por el CAA (Capitulo VIII, Articulo 576 -
(Resolucion Conjunta SPRyRS y SAGPyA N° 33/2006 y N° 563/2006)), la concentracion
de proteinas siempre se encontré por encima del valor minimo establecido. Para el caso
de materia grasa, el perfil fue variable: en los meses 0 y 3 de almacenamiento, los valores
estuvieron dentro del rango de referencia, no asi aquel perteneciente al mes 6 de
refrigeracion: dicho valor quedé por debajo del valor minimo establecido por el CAA. Si
nos referimos a la acidez, se pudo ver que en los meses 3 y 6 de almacenamiento los
valores obtenidos se encontraban dentro del rango de referencia, en cambio, en los

meses 0 y 1 no se alcanzé el valor minimo establecido.

4.3 DETERMINACION DEL PODER INHIBITORIO DEL KEFIR OBTENIDO A PARTIR
DE GRANULOS FRESCOS Y GRANULOS LIOFILIZADOS SOBRE Escherichia coli
ATCC 25922 Y Salmonella sp.

La actividad inhibitoria de sobrenadantes de kefir libres de células (SLC) sobre los
microorganismos mencionados se evalué a través de la Determinacién de la
Concentracién Inhibitoria Minima (C.I.M.) y la Determinacién Cuantitativa de la actividad

inhibitoria.
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4.3.1 Determinacién de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

Se realizé centrifugando la leche fermentada con granulo CIDCA AGK1 fresco vy liofilizado
para obtener el SLC. Se obtuvieron dos SLC a partir de granulos liofilizados (SN L) y dos
SLC a partir de granulos frescos (SN F). Luego se esterilizaron mediante filtracion como
se describié en Materiales y métodos y se realizaron las diluciones a ensayar con caldo
nutritivo estéril. Por ultimo, se sembrdé el microorganismo con una concentracion
estandarizada (0,5 Mc Farland) en relacién 1/100 %v/v. Se incubé por 24 hs a 37°C y
pasado ese tiempo, se observo la presencia/ausencia de turbidez en los tubos. De los
tubos limpidos (sin turbidez) se sembré una alicuota con ansa calibrada en agar nutritivo
estéril; se homogeneizd con perlas estériles, se incubaron las placas a 37°C por 24 hs y
se obtuvo el recuento de microorganismos. Relacionando este numero de Unidades
Formadoras de Colonias obtenidas, con el recuento inicial del microorganismo utilizado
para el ensayo de inhibiciébn, se pudo establecer si las concentraciones de SLC
ensayadas tuvieron efecto bacteriostatico o bactericida sobre el microorganismo. En esta
metodologia se considera que si el recuento final es menor al 99,9% del recuento inicial,

se trata de una concentraciéon bactericida.

La determinacion fue realizada con los siguientes microorganismos: Escherichia coli
ATCC 25922 y Salmonella sp. Se determiné la CIM con SLC obtenidos de leche
fermentada con granulos CIDCA AGK1 frescos vy liofilizados adicionados al caldo nutritivo
en concentraciones del 20 al 60% v/v. Los datos obtenidos para ambos microorganismos

se presentan en la tabla 9:

Concentracion de | Escherichia coli ATCC 25922 Salmonella sp.
SLC 60% | 50% | 40% | 30% | 20% | 60% | 50% | 40% | 30% | 20%
F1' (pH=3,64) 2 - - - - - - - - -
F2 (pH=3,64) - - - - - - - - - -
L1 (pH= 3,67) - - - - - - - - - -
L2 (pH=3,66) - - - - - - - - - -

TABLA 9. Determinacion de la concentracién inhibitoria minima de Escherichia coli ATCC 25922 y
Salmonella sp., obtenida con SLC provenientes de leche fermentada con granulo CIDCA AGK1
fresco y liofilizado.

1Los resultados presentados corresponden a duplicados de los SLC obtenidos de leche fermentada con granulos frescos
(F1y F2) y de los SLC obtenidos de leche fermentada con granulos liofilizados (L1 y L2). Entre paréntesis se indica el pH de

cada SLC.
2(-): tubo con medio limpido: sin crecimiento.
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El estudio incluyo los siguientes controles:

- Control de medio de cultivo (a fin de garantizar la esterilidad del medio): tubo con
1,00 ml de caldo nutritivo.

- Control de SLC (a fin de garantizar la esterilidad del SLC): tubo con 0,01 ml de SN
F 6 SN L+ 1,00 ml de caldo nutritivo.

- Control de cepa (a fin de garantizar la viabilidad del microorganismo): tubo con

0,01 ml de cepa ajustada al 0,5 de Mc Farland+ 1,00 ml de caldo nutritivo.

Los dos primeros controles no mostraron turbidez mientras que el ultimo si, lo que

permitié considerar correctos los resultados de CIM obtenidos.

En el estudio, todos los tubos que dieron resultado negativo (tubos limpidos), se
sembraron en placas con agar nutritivo estéril por 24 hs a 37 °C. Para el caso de
Escherichia coli ATCC 25922, todas las concentraciones ensayadas fueron
BACTERICIDAS. Se puede concluir que la liofilizacibn no afectdé la actividad
antimicrobiana que posee el kefir. Los SLC a partir de los granulos CIDCA AGK1 frescos
y liofilizados y todas las diluciones analizadas inhibieron el crecimiento de Escherichia coli
ATCC 25922, con un 99, 9% de probabilidad. Lo anterior se utilizé a continuacion para
realizar la determinacién cuantitativa de la actividad inhibitoria por medio de una cinética

llamada curva de muerte.

Se llegd a la conclusion para Salmonella sp. que para los SLC liofilizados, todas las
concentraciones ensayadas tuvieron efecto bactericida; no asi para el caso de los SLC
frescos: las concentraciones del 20% v/v tuvieron efecto bacteriostatico y las demas
concentraciones mas altas tuvieron efecto bactericida. Estos datos fueron utilizados luego

para realizar la curva de muerte.

Si se comparan estos datos con los obtenidos por Garrote (1999), ensayados mediante
spot test con un sobrenadante obtenido por fermentacion de la leche al 10% con granulos
frescos CIDCA AGK1 y AGK2, fueron ambos positivos. Los sobrenadantes con rango de
pH similar a los ensayados en dicho estudio inhibieron el desarrollo in vitro de Escherichia

coli 3 al 100%. En nuestro estudio se hicieron diluciones del sobrenadante hasta saber
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cual era la dilucion minima que inhibia el desarrollo de Escherichia coli ATCC 25922 y

también se obtuvieron resultados favorables.

En otras investigaciones (Quintero Florez, 2010), se obtuvo accion inhibitoria del
sobrenadante (pH= 4,01) de tipo bacteriostatica sélo a las concentraciones de 60% y 50%
vlv, mientras que en este trabajo se evidencié accién bactericida hasta en las diluciones
mas bajas de los sobrenadantes (20% v/v). En ambos trabajos se usaron los granulos de
kefir CIDCA AGK1 y la misma cepa de Escherichia coli. Se podria afirmar que estas
diferencias fueron debidas a que los sobrenadantes utilizados tenian diferentes valores de

pH, siendo inferiores los usados por nosotros los cuales estaban entre 3,64 y 3,67.

Para Salmonella spp, se encontré efecto inhibitorio in vitro también para el caso de
Salmonella spp. 521, Salmonella spp. (poli B9) y Salmonella no typhi 18684 (Garrote,
1999)

Estos resultados también coincidieron con los obtenidos con suero fermentado, como
sustrato, con granulos de kefir frescos CIDCA AGK10, donde se demostré la habilidad de
inhibir el crecimiento de varios aislados de E. coli y Salmonella sp. cuando se los co-
incubaba con suero de queseria fermentado con granulos de kefir en proporcién del
10%p/v (Londero y col., 2011).

Cabe aclarar que segun el Manual de procedimientos del Instituto Malbran (2001), se ha
considerado que a pesar de realizar las pruebas de dilucién bajo condiciones
cuidadosamente controladas, no siempre se obtienen los mismos resultados.
Generalmente, la reproducibilidad de esta prueba es de +/- 1 dilucion (Ministerio de Salud,
2001).

4.3.2 Determinacioén cuantitativa de la actividad inhibitoria

Se llevo a cabo mediante una curva de muerte con SLC a partir de granulos CIDCA AGK1
frescos y liofilizados. Se adicioné a un tubo estéril de 1,5 ml (Eppendorf®, Alemania) el
volumen necesario de SLC y de caldo nutritivo estéril para alcanzar la concentracion a
ensayar de dichos sobrenadantes, segun lo indicado en Materiales y métodos. Por ultimo,
se agrego una suspension del microorganismo a ensayar, de concentracion estandarizada

(0,5 Mc Farland), en relaciéon 1/10 v/v al volumen total de partida. Se llevé a incubar a
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37°C y cada determinado tiempo se fueron tomando alicuotas de la mezcla inicial, se
hicieron las diluciones correspondientes y se sembro, por duplicado, en placas con agar
nutritivo estéril; estas placas fueron incubadas a 37°C por 24 hs y luego se informé el

recuento en términos de UFC/ml.

El recuento inicial de ambos microorganismos se obtuvo por comparacién con el patrén
de Mc Farland y fue corroborado por recuento en placa, siendo de 8,62+0,78E+08 vy
1,30E+08 UFC/mI para Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella sp., respectivamente.
El indculo original en caldo nutritivo estuvo un orden por debajo al ser una dilucion 1/10
del anterior. En la tabla 12 se reporta el recuento total de cada bacteria correspondiente al
recuento con el que inicia la curva de muerte. Para ambos microorganismos se ensayo
una concentracion del SLC del 20%v/v, obteniéndose los recuentos que se observan en la

tabla 10 y las curvas de muerte que se aprecian en la figura 7.

Escherichia coli ATCC 25922 Salmonella sp.

Tiempo (h)
SN F SN L SN F SN L

(UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)
0} 8,62+0,78E+07 | 8,62+0,78E+07 1,30E+07 1,30E+07
1 1,68+0,16E+07 | 1,46+0,26E+07 | 1,53+ 0,13 E+07 | 1,56+ 0,71 E+07
4 1,28+0,65E+07 | 1,03+0,26E+07 | 2,63+ 0,19 E+06 | 1,16+ 1,21 E+06
7° 1,30+0,43E+07 | 1,06+0,39E+07 1,00E+04 2,00+ 1,41 E+04
24 1,93+1,27E+06 | 1,9940,94E+06 | 2,00+ 1,41 E+02 | 8,75+ 2,47 E+02

TABLA 10. Recuento de Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella sp. (UFC/ml) a diferentes
tiempos de incubacion, en presencia de SLC de kefir elaborado con granulos frescos vy liofilizados.
SN F: SLC de kefir a partir de granulos CIDCA AGK1 frescos (pH= 3,64). SN L: SLC de kefir a
partir de granulos CIDCA AGK1 liofilizados (pH= 3,67).

Los SLC se ensayaron por duplicado: dos SN L y dos SN F

' Concentraciones iniciales del microorganismo a ensayar en la mezcla de reaccion.
?Hora 7 para Escherichia coli ATCC 25922 y hora 10 para Salmonella sp.
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FIGURA 7. Cinética de muerte de Escherichia coli ATCC 25922 y de Salmonella sp. frente a SLC
de kefir obtenido con granulos CIDCA AGK1 frescos vy liofilizados. ® Recuento de Escherichia coli
ATCC 25922 en presencia de SN F; ® Recuento de Escherichia coli ATCC 25922 en presencia de

SN L; ® Recuento de Salmonella sp. en presencia de SN F; ® Recuento de Salmonella sp. en
presencia de SN L.

Dado que la curva de muerte de Escherichia coli ATCC 25922 inici6 y termin6 con un
recuento de 8,62+0,78E+07 UFC/ml y 1,93+1,27E+06 respectivamente, se puede
considerar que esta demostré cierta resistencia a la inhibiciéon. Al comparar estos
resultados con los obtenidos por Quintero Flérez (2010), quien realizé el mismo ensayo
con Escherichia coli EHEC 71935, se pudo ver que en ambos trabajos disminuye el
recuento de bacterias viables. No obstante, el descenso fue mayor en el trabajo
mencionado, donde el orden de microorganismos descendié de 10® a 10° UFC/ml
aproximadamente en 24 hs. En nuestro trabajo, segun se puede observar en la tabla y el
grafico correspondiente, el descenso fue de sélo un (1) orden de magnitud. En contraste
con lo anterior, se pudo ver claramente que los SLC obtenidos de la fermentacion con el
granulo fresco y con el granulo liofilizado, fueron efectivos para inhibir el crecimiento de
Salmonella sp.. La concentracion disminuyd en cinco (5) 6rdenes de magnitud, teniendo

en cuenta el efecto de dilucién que se produce al realizar la mezcla inicial de incubacion.
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En coincidencia con esta investigacion, otros autores demostraron la capacidad de los
SLC de leche fermentada con granulos frescos CIDCA AGK1 y AGK2 de inhibir,
(mediante ensayos de difusion en agar) el crecimiento de Escherichia coliy E. coli EHEC,
ademas de Salmonella sp., Shigella sonnei y Sh. flexneri, Bacillus cereus, B. subtilis,
Staphylococcus aureus, St.faecalis, Pseudomonas aeruginosa, S. typhi y Klebsiella
pneumoniae. También adicionaron los SLC en caldo nutritivo con diferentes
concentraciones de E. coli (10", 10 y 10® UFC/mI), demostrando el efecto bacteriostatico
durante 24 horas de incubacion a 37 °C (Garrote, 1999; Garrote, Abraham & De Antoni,

2000; Ismaiel, Ghaly & EI-Naggar, 2011).

De acuerdo a los resultados obtenidos podria afirmarse que, en general, la liofilizacion no
afectd la accion inhibitoria de los sobrenadantes de kefir sobre los microorganismos
patdgenos ensayados. Esto constituye otro punto a favor del proceso de liofilizacion como
prolongador de la vida util del granulo de kefir CIDCA AGK1.

4.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ACIDOS ORGANICOS
PRESENTES EN LA LECHE FERMENTADA

Se analizaron mediante HPLC los acidos presentes en la leche fermentada a 30°C, con
granulos liofilizados CIDCA AGK1 al 10%, los cuales fueron reactivados con un solo

pasaje en leche. Estos estuvieron almacenados durante 6 meses a 4 °C y a 37°C.

Los cromatogramas obtenidos para ambos SLC (sobrenadantes libres de células)
presentaron como acidos organicos principales el acido lactico y el acido acético y las
concentraciones determinadas en este estudio asi como las halladas en otras

investigaciones se exponen en la tabla 11.
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COMPOS"}\'gﬁ‘)gg pH AcidooLéctico Acido Acético (%)
AUTORES (%)
AGK1 liof, incubado 4°C | 432 0.65 0,09
AGK1 liof, incubado 37°C | 348 0,54 0,07
Reay col. (1996) - 0,55-0,81 0,02-0,08
Garrote (1999) - 2,07 0.09
Leon (2013) 4,50 0,41 0,03

TABLA 11. Valores de acido lactico y acido acético (expresados en porcentaje) presentes en el
kefir.

La leche fermentada con el granulo liofilizado almacenado a 4 °C, alcanzé un pH de 4,32.
En éste, la concentracion de acido lactico fue de 6534,99 ppm y la de acido acético fue de
967,1666 ppm, correspondiente al 0,6534% y 0,09672%, respectivamente. La leche
fermentada con granulo liofilizado almacenado a 37°C, alcanzé un pH de 4,46. La
concentracion de acido lactico fue 5374,9420 ppm y la de acido acético 673,2182 ppm,
correspondientes a 0,53749% y 0,067321 %, respectivamente. En el presente estudio, se
obtuvieron mayores concentraciones de acidos organicos cuando el granulo liofilizado
estuvo almacenado a 4°C en comparacién con las obtenidas en el granulo liofilizado
almacenado a 37°C. Estos resultados se relacionan con el hecho de que los
microorganismos productores de acidos organicos podrian haber sido perjudicados o
dafiados de algun modo por la alta temperatura de almacenamiento.

Estos resultados coinciden con los obtenidos para leche fermentada, en las mismas
condiciones, mediante granulos frescos AGK1. En éstos, también se pudo demostrar que
los acidos organicos presentes en mayor porcentaje fueron el acido lactico y el acido
acético. Para el caso de un sobrenadante a pH 4,50, el porcentaje de acido lactico fue
0,407% y el porcentaje de acido acético fue 0,030% (Ledn, 2013). Al comparar nuestros
resultados con el anterior, pudo observarse que tanto los granulos almacenados a 4 °C
como a 37 °C, produjeron una concentracion de acidos superior a la obtenida con los
granulos frescos en dicho estudio. Por el contrario, segun los valores encontrados por
Garrote (1999), las concentraciones de dichos acidos organicos encontrados en la leche
fermentada con granulos frescos CIDCA AGK1, al 10%, fueron superiores a los expuestos
aqui. Otros investigadores encontraron valores diversos, como el caso de Rea y col.

(1996), expuesto en la tabla.
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4.5 ANALISIS SENSORIAL DEL KEFIR ELABORADO A PARTIR DE GRANULO CIDCA
AGK1 FRESCO Y LIOFILIZADO

4.5.1 Test de triangulo para determinar similitud

El objetivo del test fue establecer si los panelistas detectaban diferencias entre muestras
de kefir elaborado con granulos CIDCA AGK1 frescos y liofilizados. El panel sensorial
estuvo compuesto por 27 panelistas, a los cuales se les presentd de forma separada dos
triangulos. Estos estaban conformados por dos muestras de kefir iguales y una muestra
diferente. Hubo un total de 54 ftriangulos evaluados, de los cuales 23 fueron los
diferenciados por los panelistas. Los datos obtenidos fueron evaluados de acuerdo a la

siguiente ecuacion:
LS% = [(1,5. (x/n) = 0,5) + 1,5. Zg V((n.x- x*)/n*) 1.100,

donde: LS%= limite superior del porcentaje de evaluadores

x=23
n= 54
Zz = 1,64 (valor de la curva normal correspondiente a una cola, para un p= 5%)
a=0,1
p=0,05
Pd= 30%= Poder de diferenciacién, proporcién de evaluadores que son capaces
de detectar la diferencia
Reemplazando los parametros anteriores en la ecuacion, se obtuvo un valor de %LS

igual a 30%. En ese caso, como %LS fue igual al valor de Pd, es decir, que el limite
superior del porcentaje de evaluadores fue igual a la proporcion de evaluadores capaces
de detectar la diferencia, se pudo decir que no existen diferencias significativas entre
ambas muestras, en cuanto a sus caracteristicas sensoriales generales. En otras
palabras, los panelistas no detectaron diferencias entre el kefir fabricado con granulo

fresco y granulo liofilizado.

Una vez efectuada esta prueba se procedioé a evaluar el nivel de aceptacion que el kefir
podria tener entre un numero determinado de consumidores, para lo cual se aplico el

siguiente test.
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4.5.2 Escala hedoénica para determinar aceptabilidad

El objetivo de esta prueba fue calificar a las muestras de acuerdo al nivel de agrado que
les produce a los consumidores. Debido a que a partir del test anterior se concluyé que
ambas muestras no tenian diferencias significativas en cuanto a caracteristicas
sensoriales, esta prueba fue realizada con una (1) sola muestra. La muestra utilizada fue
kefir elaborado con granulos frescos CIDCA AGK1, dado que se disponia de gran
cantidad de este granulo en el laboratorio para fabricar todo el kefir necesario, mientras
que se disponia de poca cantidad de granulo liofilizado para el momento de esta prueba.
Cabe resaltar que dado que ambos no dieron resultados significativamente diferentes en

el test anterior, esta decision no altera el resultado obtenido.

Participaron 93 panelistas, a los cuales se les presenté el kefir en un vaso de plastico

pequefo y una planilla, que se muestra a continuacion:

Nombre:

Edad:

Ponga un puntaje del 1 al 10 de acuerdo a su nivel de agrado, donde 1
es “me disgusta muchisimo” y 10 es “me gusta muchisimo”

Luego de probar la muestra, debieron puntuarla de acuerdo a su nivel de agrado, en una
escala del 1 al 10 (del desagrado al agrado). Es importante aclarar que la prueba fue
realizada con personas del ambito de la Facultad de Ciencias Exactas (UNLP) que, en su
mayoria, no habian consumido nunca kefir. Se realiz6 un promedio de la calificacion
otorgada por cada panelista y se obtuvo un valor de 8,76, promediando el resultado

obtenido hacia el numero entero que esta por encima, 9.

Con este resultado se podria decir que, desde el punto de vista sensorial, el kefir
elaborado a partir tanto de granulo CIDCA AGK1 fresco como liofilizado, tiene una amplia

aceptacion en la poblacion consultada.
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4.6 ESTUDIO DE LA CINETICA DE ACIDIFICACION, RECUENTO DE BAL Y LEV Y
ASPECTO GENERAL DEL GRANULO A TEMPERATURAS DE ALMACENAMIENTO
DE4Y37°C

Dado que en este estudio se hizo todo el almacenamiento a 4°C y con dos pasajes de
activacion, quisimos hacer una comparaciéon al maximo tiempo de almacenamiento a esta
temperatura y a otra extrema como 37°C, y con una reactivacion directa (es decir,
adicionar la leche al granulo liofilizado e inmediatamente hacer la fermentacién) para
establecer si habia cambios significativos en las propiedades del granulo a estas
condiciones extremas de almacenamiento y de reactivacion. Los resultados se observan a

continuacion.

4.6.1 Aspecto general del granulo liofilizado almacenado por 6 meses a 4 °C y a
37°C

En la figura 8 se aprecian las modificaciones a simple vista que sufrieron los granulos
almacenados a 37°C y a 4 °C. Se observa en las fotografias que los granulos a 4°C
mantienen el color crema y su tamafo a través del paso del tiempo, mientras que los
granulos a 37°C van adquiriendo un color tostado a medida que transcurre el tiempo de

almacenamiento y a simple vista se ve una disminucién del tamafo.
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=
FIGURA 8. Granulos CIDCA AGK1 liofilizados, almacenados a 4 y 37 °C durante 1, 3 y 6 meses. a:
granulo liofilizado almacenado 1 mes a 37°C; b: granulo liofilizado almacenado 1 mes a 4°C;
c:granulo liofilizado almacenado 3 meses a 37°C; d: granulo liofilizado almacenado 3 meses a 4°C;
e: granulo liofilizado almacenado 6 meses a 37°C; f: granulo liofilizado almacenado 6 meses a 4°C.
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4.6.2 Cinética de acidificacion de la leche con granulo CIDCA AGK1, liofilizado
Almacenado a4y 37°C
Se estudid la cinética de fermentacién de la leche fermentada con granulo liofilizado

almacenado por 6 meses a ambas temperaturas de 4°C y 37°C. Se realizé el ensayo
adicionando el granulo al 10% a la leche y comenzando inmediatamente las mediciones.
Es decir, no se hicieron dos pasajes de reactivaciéon. La temperatura de incubacién de la

cinética fue 30°C. Los valores obtenidos de las cinéticas se presentan en la tabla 12.

GRANULO CIDCA AGK1 LIOFILIZADO, 6 MESES ALMACENAMIENTO
Tiempo (h) | ALMACENAMIENTO A 37 °C| ALMACENAMIENTO A 4°C

pH pH
0 6,13 6.23
1 5,08 6,06
2 5,98 6,01
3 5,99 5,95
4 5,99 5,93
5 5,99 5.91
6 5,99 5,9
7 6,01 59
22 4,65 4,57
23 46 45
24 4,55 4,46
25 4,52 4,43
26 4,5 4,41
27 4,48 4,38
28 4,46 4,36
29 4,46 4,33
30 4,46 4,32

TABLA 12. Cinética de acidificacion de leche fermentada con granulo liofilizado CIDCA AGK1, al
10% y a 30°C, con 6 meses de almacenamiento a 37°C y 4°C.

Comparamos primero la cinética obtenida con el granulo liofilizado almacenado a 4 °C por
6 meses con activacion por doble pasaje en leche (descripto en las tablas 4 y 5) y con el
mismo a 4°C pero activado directamente (descripto en la tabla 12). En el primer caso, se

determin6é que a la hora 7 el pH alcanzaba el valor de 4,77; mientras que en el ultimo,
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permanecia alrededor de 6. Igualmente, el granulo que tuvo doble pasaje, alcanzé como
minimo pH 3,5 alrededor de la hora 28, mientras que el otro en 30 horas de incubacion
sélo llegd a pH 4,32. Aunque este pH puede ser apropiado sensorialmente, se demuestra
la necesidad de hacer un doble pasaje de adaptacién del granulo en leche si quiere
retomarse una cinética mayor de fermentacién y alcanzar un pH apropiado para garantizar

actividad antimicrobiana como se vio en el apartado 4.3.
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FIGURA 9. Cinética de fermentacion: valores de pH en funcion del tiempo para el granulo liofilizado
CIDCA AGK1, al 10%, a 30°C a diferentes temperaturas de almacenamiento por 6 meses (4 y

37°C). @ Granulo liofilizado almacenado por 6 meses a 37°C; ® granulo liofilizado almacenado por

6 meses a 4 °C."
' Las curvas no presentan DE ya que no se hicieron repeticiones del ensayo. El granulo que estaba almacenado en estufa a

37°C era una Unica muestra.

Al comparar las cinéticas de los dos granulos reactivados directamente y almacenados a
4 y 37 °C, (Tabla 12 y Figura 9), se observa que, en las primeras hs de incubacion, el
descenso de pH no fue muy importante en ninguno de los dos casos, alcanzando el
mismo valor de pH de 6 a la hora 7. Las medidas tomadas a las 22 horas mostraron que

aun cuando habia descendido el pH, no habia logrado llegar ni siquiera a 4,17, pH de
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interés para el analisis sensorial. En las horas finales de la cinética, el comportamiento
seguido por los granulos almacenados a las dos temperatura diferentes fue similar,
alcanzando un valor de pH mas bajo en el caso del granulo que estuvo almacenado a 4
°C durante 6 meses (4,32). No obstante, ninguno alcanzé ni el valor de pH para el analisis
sensorial ni para las pruebas de actividad antimicrobiana. No se observé entonces
diferencia entre las cinéticas de ambos granulos, a pesar de las variaciones

macroscdpicas como el color y la apariencia general.

Una vez establecidas las cinéticas de fermentacion de la leche inoculada con el granulo
de kefir CIDCA AGK1 fresco vy liofilizado, se procedié a realizar el recuento de bacterias

lacticas (BAL) y levaduras (LEV), en los medios de cultivo correspondientes.

4.6.3 Recuento de BAL y LEV a partir del granulo liofilizado CIDCA AGK1 a 30°C, a

los 6 meses de almacenamiento a 4°C y 37 °C con activacion directa

Para los granulos almacenados a 37 °C, los recuentos del producto fermentado a pH 4,46,
dieron 5,65+0,78 x10% UFC/mI de BAL. Sin embargo, no se obtuvo recuento de levaduras,
en los medios de cultivo. Es posible que las condiciones de almacenamiento a esta
temperatura fueran desfavorables para su supervivencia. No obstante, la fermentacion

tuvo lugar, dado la presencia de BAL.

En el caso de los granulos almacenados a 4°C, los recuentos del producto fermentado a
pH 4,32 fueron de 8,00+4,24 x10% UFC/mI de BAL y 2,2x1 0’ UFC/ml de LEV, estando en
el mismo orden de los recuentos obtenidos con el granulo activado por dos pasajes. Lo
anterior indica que aun cuando se mantiene el orden del recuento de las bacterias y
levaduras, el menor descenso de pH pudo deberse a que aun no estan totalmente activas
0 que algunas especies de lactobacilos acidificantes quedaron injuriadas durante el
almacenamiento. Para saber esto con mas detalle, deberan hacerse estudios a futuro
sobre la variacidon de los diferentes lactobacilos y levaduras del granulo liofilizado y del

producto fermentado con él.
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5 CONCLUSIONES

En cuanto a la composicién microbiolégica del granulo, se puede decir:

- Las bacterias lacticas y las levaduras del granulo de kefir CIDCA AGK1, sobrevivieron no
s6lo al proceso de liofilizacién, sino también al almacenamiento por 6 meses a

temperaturas de 4°C, conservando su viabilidad.

- En los productos fermentados con granulos liofilizados, a los 6 meses de
almacenamiento a 4°C, se mantiene el orden del recuento de las bacterias y levaduras

dentro de lo reportado para el producto obtenido con gréanulo fresco.

- La reactivacion del granulo liofilizado mediante dos pasajes en leche, es necesaria para
que la microflora predominante del kefir se encuentre viable, dentro de los parametros de

recuentos exigidos por la legislacion.

En cuanto a la cinética de fermentacion:

- Los microorganismos presentes en los granulos de kefir CIDCA AGK1 liofilizados
conservaron su capacidad de fermentar y producir acidos en la leche, siendo

preponderantes los acidos lactico y acético.

- En el producto liofilizado, el pH desciende un poco menos a los 6 meses de

almacenamiento que en los meses anteriores.

En cuanto a la composicion fisico-quimica estudiada:

- La composicion de proteinas estuvo siempre por encima del minimo exigido por el CAA.
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- La composicion en materia grasa estuvo dentro del rango establecido por la legislacion

en los meses 0 y 3, pero en el mes 6 se encontro por debajo del minimo permitido.

- La acidez titulable alcanzé los minimos valores exigidos por la legislacion a partir de los

3 meses de almacenamiento a 4°C.

En lo referente a actividad inhibitoria:

- La liofilizacion no afecté la accién inhibitoria de los sobrenadantes de kefir sobre
Escherichia coli ni Salmonella sp. Los SLC liofilizados tuvieron una CIM baja (20%) y
redujeron la poblacién de ambos microorganismos, siendo superior el efecto obtenido

sobre Salmonella sp.

En cuanto al ensayo sensorial:

- No existe diferencia detectable a nivel sensorial entre el kefir fabricado con granulos

frescos y liofilizados.

- Desde el punto de vista sensorial, el kefir elaborado a partir de granulo CIDCA AGK1

fresco y liofilizado, obtuvo una amplia aceptacion en la prueba de aceptabilidad sensorial.
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6 PERSPECTIVAS

A fin de conocer mas en detalle las condiciones que afectan la cinética de acidificacion del
kefir, deberan hacerse estudios a futuro sobre la variacion de los diferentes lactobacilos y

levaduras que conforman en granulo liofilizado y del producto fermentado con él.

También se tiene como meta a futuro ampliar la evaluaciéon de la capacidad inhibitoria.
Para esto deberan hacerse estudios de inhibicion con SLC obtenidos de granulos
liofilizados sobre microorganismos Gram (+) como Staphylococcus aureus, y contra

hongos toxicogénicos como Aspergillus, Penicillium y otros.

Con toda la informacién recopilada en esta tesina se pretende incorporar, a futuro y luego
de profundizar la investigacién, el granulo de kefir liofilizado CIDCA AGK1 al Proyecto de
Extensién, como una gran posibilidad de extender el area de trabajo del proyecto hacia

otras regiones de la Argentina y del mundo.
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