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Resumen

La crisis global de salud asociada al consumo de alimentos ultraprocesados es responsable
del 74% de las muertes mundiales por enfermedades no transmisibles. Esto junto al impacto
ambiental de la industria alimentaria demanda urgentemente el desarrollo de alternativas
alimentarias sostenibles.

En este sentido, las dietas saludables y sostenibles se presentan como estrategias clave
para lograr estos objetivos. Es por ello por lo que en este proyecto se propuso la elaboracion
de kéfir de agua que representa una alternativa fermentada de gran interés y creciente
aumento de ventas internacionales por sus propiedades probidticas, ademas de
propiedades nutricionales y biofuncionales uUnicas para la prevencién de enfermedades no
transmisibles como la diabetes, hipertensidn, entre otras. Sin embargo, a pesar de su
potencial como alimento biofuncional, la produccién de kéfir de agua a escala industrial atuin
enfrenta desafios, como la inestabilidad de los consorcios microbianos, la falta de
tecnologias adaptadas para fermentacién a gran escala, y el mantenimiento de las
propiedades sensoriales en el producto final.

Esta investigacion aborda algunos de estos desafios para la formulacion de kéfir de agua,
alineandose con los objetivos de las dietas saludables y sostenibles (FAO/OMS, 2021) a
través de dos estrategias: reduccion hidrica en el proceso fermentativo y valorizaciéon de
frutas/verduras de tercera categoria.

Primeramente, se desarrollé una bebida que disminuye en 30% el volumen de operacién
para su fermentacion. Esta bebida mantuvo parametros fisicoquimicos 6ptimos (pH 3.68-4.6
por 48h). Al realizar la prueba heddnica con aumento del consorcio microbiano, se pudo
observar que un incremento de proteina (2.5% vs 0.18% control) obtuvo mejor perfil
sensorial. Al realizar el andlisis a esta bebida se puede observar un aumenté la actividad
antioxidante (74.1%+4.484 inhibicion DPPH frente a un 54.8%+2.443 registrado en el control).

Para el desarrollo de bebidas “plant based” se validé el uso de jugos de frutas/verduras de
tercera categoria como sustratos fermentativos. Se obtuvo buena aceptacién sensorial
(p<0.05) sobre todo en las formulaciones con mango y manzana con fermentaciones de 24 h.
Al incrementar el contenido proteico con mejor aceptacién sensorial (2.5%) se puede
observar un incremento significativo en polifenoles totales (56.62+5.048 meq AG/L en mango
vs 8.75+3.946 control), la reduccién natural de azlcares durante fermentacién (hasta 60%)y
mejoramiento del perfil antioxidante (actividad DPPH 10% mayor que la encontrada en el
kéfir comercial).

De esta manera se logro incrementar la concentracion del consorcio microbiano para la
produccién de Kéfir de agua rico en proteinas con caracteristicas sensoriales aceptables y
menor huella hidrica. Asi mismo se desarrollé una tecnologia de elaboracién de kéfir de agua
“plant based”, rico en proteina, libre de aditivos y azlcares afadidos de menor huella
hidrica, a partir de jugo de frutas y verduras de tercera categoria.




Abstract

The global health crisis associated with the consumption of ultra-processed foods is
responsible for 74% of global deaths from non-communicable diseases. This, coupled with
the environmental impact of the food industry, urgently demands the development of
sustainable food alternatives.

In this context, healthy and sustainable diets are key strategies to achieve these goals. This
project therefore focused on developing water kefir, a fermented alternative of great interest
with growing international sales due to its probiotic properties, as well as unique nutritional
and biofunctional properties for the prevention of non-communicable diseases such as
diabetes and hypertension. However, despite its potential as a functional food, the industrial-
scale production of water kefir still faces challenges, such as the instability of microbial
consortia, a lack of technologies adapted for large-scale fermentation, and maintaining the
sensory properties of the final product.

This research addresses some of these challenges in water kefir formulation, aligning with the
goals of healthy and sustainable diets (FAO/WHO, 2021) through two strategies: water
reduction in the fermentation process and the valorization of grade-out fruits and vegetables.

First, a beverage was developed that reduces water consumption volume for its fermentation
by 30%. This beverage maintained optimal physicochemical parameters (pH 3.68-4.6 for
48h). Hedonic testing with an increased microbial consortium load showed that a higher
protein content (2.5% vs. 0.18% control) achieved a better sensory profile. Analysis of this
beverage revealed increased antioxidant activity (74.1% = 4.484 DPPH inhibition compared to
54.8% = 2.443 in the control).

For the development of "plant-based" beverages, the use of grade-out fruit/vegetable juices
as fermentation substrates was validated. Good sensory acceptance (p<0.05) was obtained,
particularly in mango and apple formulations fermented for 24 h. By increasing the protein
content to the level with the best sensory acceptance (2.5%), a significant increase in total
polyphenols was observed (56.62 + 5.048 meq GA/L in mango vs. 8.75 * 3.946 in the control),
along with a natural reduction of sugars during fermentation (up to 60%) and an improved
antioxidant profile (DPPH activity 10% higher than that found in commercial kefir).

Thus, it was possible to increase the concentration of the microbial consortium to produce
protein-rich water kefir with acceptable sensory characteristics and a lower water footprint.
Furthermore, a technology was developed for producing "plant-based" water kefir, rich in
protein, free of additives and added sugars, with a lower water footprint, using grade-out fruit
and vegetable juices.
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1. INTRODUCCION

El sistema alimentario global enfrenta una doble crisis que demanda
soluciones urgentes. Por un lado, la carga de las Enfermedades No
Transmisibles (ENT), como la diabetes y la hipertension, es abrumadora,
siendo responsables del 74% de las muertes a nivel mundial. Por otro
lado, la produccién de alimentos es un motor principal de la crisis
ambiental, contribuyendo significativamente a las emisiones de gases de
efecto invernadero, la pérdida de biodiversidad y la escasez de agua.

Este modelo, intensivo en recursos y a menudo impulsado por productos
ultraprocesados, vincula directamente la salud planetaria con la salud
humana. Con una poblacion proyectada de 10,000 millones para 2050, la
transicion haciadietas saludables y sistemas de produccion
sostenibles se ha vuelto imperativa para garantizar la seguridad
alimentaria y la resiliencia de los sistemas de salud. Este concepto de
sostenibilidad, entendido como aquel que "asegura que satisface las
necesidades del presente sin comprometer la capacidad de las futuras
generaciones para satisfacer las propias" (ONU, 1987, p. 29, citado en
Gomez Rodriguez, 2020), subraya la urgencia de adoptar modelos
circulares donde, sin distincion entre sostenible y sustentable, el capital
natural sea preservado.

En este escenario, el kéfir de agua emerge como un candidato con un
potencial excepcional para alinearse con estos nuevos paradigmas. Esta
bebida fermentada es el resultado de una simbiosis microbiana unica
contenida en unos granulos compuestos por una matriz de
polisacaridos.

Durante la fermentacion, esta comunidad de bacterias acido-lacticas,
bacterias acido-acéticas y levaduras transforma una solucién simple de
agua, sacarosa y materia organica nitrogenada en un producto final
enriquecido. El resultado es una bebida probidtica, con proteinas




completas que contienen los ocho aminoacidos esenciales, a la que se
le atribuyen propiedades biofuncionales que pueden jugar un rol
preventivo frente a las ENT.

A pesar de su potencial, la produccién de kéfir de agua a escala industrial
se ve frenada por desafios significativos, como la inestabilidad de los
consorcios microbianos, la falta de tecnologias adaptadas para
fermentacién a gran escala, y el mantenimiento de las propiedades
sensoriales en el producto final. El proceso tradicional, de naturaleza
artesanal, carece de la estandarizacion y optimizacidon necesarias para
garantizar una calidad uniforme y una disponibilidad masiva.

Esta falta de escalabilidad limita el acceso a un alimento que, por sus
caracteristicas inherentes, podria ser un aliado tanto para la salud
publica como para la sostenibilidad alimentaria. Superar esta barrera es
el siguiente paso crucial para integrar plenamente el kéfir de agua en las
dietas modernas.




2. MARCO TEORICO

2.1. Origenes y relevancia del kéfir de agua
2.1.1. Antecedentes historicos y evolucion como alimento funcional.

El kéfir de agua emerge como una bebida fermentada de interés global,
destacando por su perfil sensorial Unico y propiedades funcionales. Con
origenes histéricos aun debatidos - vinculados tanto a tradiciones del
Caucaso como a practicas mesoamericanas - esta bebida efervescente
se obtiene mediante la actividad metabdlica de consorcios microbianos
alojados en los granulos de kéfir (Fiorda et al., 2017; Laureys y De Vuyst,
2014). Estos cultivos iniciadores, denominados comunmente tibicos
(Figura 1), presentan wuna estructura gelatinosa compuesta
principalmente por dextranos que sirven de soporte para comunidades
complejas de bacterias acido lacticas, levaduras y bacterias acido
acéticas (Gulitz et al., 2011; Verce et al., 2019).

Figura 1. Estructura de los granos de kéfir.

La relevancia actual de esta matriz fermentada radica en su doble
caracter como alimento tradicional y producto funcional potencial.
Investigaciones recientes han evidenciado que su consumo podria
ejercer efectos moduladores sobre el ecosistema intestinal, ademas de
presentar actividad antioxidante y propiedades antiinflamatorias (Dimidi
et al., 2019; Hsieh et al., 2012). Particularmente, estudios in vitro han
demostrado capacidad inhibitoria sobre proliferacion celular anormal,
sugiriendo posibles aplicaciones en prevencion de patologias complejas




(Alsayadi et al.,, 2014). Estos atributos se asocian tanto a los
microorganismos viables presentes como a los metabolitos generados
durante el proceso fermentativo (Figura 2), entre los que destacan
diversos compuestos bioactivos (Patel et al., 2022; Azi et al., 2021).
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Figura 2. Actividad metabdlica microbiana durante la fermentacion
del Kéfir de agua (Modificado de Fiorda et al., 2017).

No obstante, el aprovechamiento industrial de este sistema biolégico
enfrenta retos significativos. La variabilidad de los cultivos, sumada a la
falta de protocolos estandarizados para la preservacion de los granulos
(Laureys et al., 2017), limita su produccidén a escala. Adicionalmente, se
requiere mayor evidencia clinica que valide los efectos saludables
observados en modelos experimentales.

2.1.2. Diferencias clave con el kéfir de leche.

El kéfir de agua y el kéfir de leche comparten su naturaleza de bebidas
fermentadas mediante consorcios microbianos simbidticos, sin
embargo, presentan diferencias fundamentales en su composicion
microbiana, requerimientos de sustrato y perfil nutricional,
particularmente relevantes para aplicaciones en dietas plant based
(Fiorda et al., 2017). Mientras el kéfir de leche depende estrictamente de




sustratos lacteos para mantener la viabilidad de sus granos (dominados
por especies como Lactobacillus kefiranofaciens), el kéfir de agua
prospera en matrices vegetales, lo que lo convierte en una alternativa
funcional para consumidores veganos, intolerantes a la lactosa o
alérgicos a proteinas lacteas (Moretti et al., 2022).

El kéfir de agua utiliza soluciones azucaradas (sacarosa, melazas)
enriquecidas con frutas deshidratadas, que proveen los nutrientes
necesarios para el crecimiento de su consorcio microbiano (Laureys &
De Vuyst, 2014). A diferencia del kéfir de leche, cuyos granulos requieren
lactosa para sintetizar kefiran (un heteropolisacarido), los granulos de
kéfir de agua producen dextrano (a-1,6-glucano) a partir de sacarosa
mediante la accién de Lentilactobacillus hilgardii (Waldherr et al., 2010).

Esta diferencia fundamental en el sustrato y en la maquinaria enzimatica
de sus consorcios microbianos resulta en la sintesis de polisacaridos
estructurales con arquitecturas moleculares distintas. La Figura 3 ilustra
de manera comparativa la estructura del kefiran (kéfir de leche) y del
dextrano (kéfir de agua), tomado de Guzel-Seydim et al. (2021).

La produccion de uno u otro polisacarido es una prueba de la
especializacion de cada consorcio. Esta adaptabilidad a fuentes de
carbono especificas es lo que permite al kéfir de agua proliferar en una
amplia gama de matrices vegetales, desde infusiones hasta jugos de
frutas (Bueno et al., 2021). Por el contrario, la dependencia del consorcio
lacteo de la lactosa para sintetizar kefiran explica por qué los granulos de
kéfir de leche no son viables en medios vegetales a largo plazo:
experimentos demostraron que bacterias clave del kéfir de agua como L.
hilgardii no metabolizan lactosa, limitando el crecimiento de los granulos
de kéfir de leche en sustratos no lacteos (Hsieh et al., 2012).
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Figura 3. A) Estructura del polisacarido de kéfir de leche; B)
Estructura del polisacarido de kéfir de agua (Modificado de Guzel-
Seydim et al., 2021).

El kéfir de agua ofrece beneficios clave para aplicaciones en
alimentacioén plant based ya que es libre de alérgenos lacteos (Fiorda et
al., 2017); ademas la versatilidad de sustratos ya que puede fermentar
jugos, bebidas vegetales (ej. coco, arroz) y aguas infusionadas
(Magalhaes et al., 2018).

Requiere menos recursos hidricos y energéticos que la produccion
lactea (Lynch et al., 2021), adaptandose a los sistemas sostenibles.

Es por esto por lo que el kéfir de agua emerge como una alternativa al
kéfir de leche, especialmente relevante en el contexto de dietas basadas
en plantas. Su capacidad para fermentar sustratos diversos sin
comprometer la viabilidad del consorcio microbiano lo posiciona como
un modelo prometedor para el desarrollo de alimentos fermentados
sostenibles e inclusivos.

2.2. Propiedades del kéfir de agua como alimento funcional

2.2.1. Consorcio microbiano y su impacto en la salud gastrointestinal.




El kéfir de agua ha emergido como un modelo de fermentacion natural,
donde comunidades microbianas complejas interactuan
simbidticamente para transformar una solucién de azucar en una bebida
probidtica refrescante (Laureys & De Vuyst, 2014). A diferencia de su
contraparte lactea, este sistema microbiano se puede desarrollar en
matrices vegetales, mostrando una notable adaptabilidad a diversos
sustratos mientras mantiene una estructura de grano caracteristica
compuesta principalmente por dextranos (Gulitz et al., 2011).

El kéfir de agua presenta una comunidad microbiana compleja y
altamente especializada, compuesta principalmente por bacterias acido
lacticas (BAL), bacterias acéticas (BAA) y levaduras. Estudios recientes
mediante técnicas de secuenciacion masiva han identificado a L.
hilgardii como la especie bacteriana dominante, responsable de la
producciéon de la matriz de dextrano que caracteriza a los granulos de
kéfir de agua (Laureys & De Vuyst, 2014). Junto con otras BAL como
Lacticaseibacillus paracasei y Lentilactobacillus nagelii, estas bacterias
exhiben una notable capacidad para fermentar diversos sustratos
azucarados, produciendo metabolitos clave como acido lactico, etanoly
compuestos aromaticos (Gulitz et al., 2011).

Por otra parte, las bacterias acéticas (BAA) y levaduras cumplen roles
metabdlicos esenciales en el consorcio. Estudios como el de Martinez-
Torres et al. (2017) han identificado que Acetobacter
tropicalis y Acetobacter okinawensis son responsables clave de la
fermentacion acética, oxidando el etanol para producir acido acético,
especialmente en etapas avanzadas de la fermentacion. Entre las
levaduras, Saccharomyces cerevisiae destaca como la principal
productora de etanol, mientras que otras, como Candida
californicay Pichia membranifaciens, contribuyen al perfil aromatico,
aunque con menor capacidad fermentativa. Esta diversidad microbiana
sinérgica es la que finalmente define las caracteristicas unicas de la
bebida.




La interaccion entre los componentes microbianos del kéfir de agua y el
sistema gastrointestinal humano ha sido objeto de creciente interés
cientifico. Investigaciones in vitro han demostrado que las cepas de BAL
aisladas de kéfir de agua poseen capacidad de adhesién a células
epiteliales intestinales y pueden modular positivamente la composicion
de la microbiota intestinal (Verce et al.,, 2019). Particularmente, se ha
observado que estos microorganismos compiten eficientemente con
patdégenos intestinales por sitios de adhesidon y nutrientes, mientras
producen sustancias antimicrobianas como bacteriocinas y acidos
organicos (Patel et al., 2022).

Los estudios en modelos animales han proporcionado evidencia
adicional sobre los efectos gastrointestinales del kéfir de agua. En
ratones, el consumo regular de esta bebida fermentada indujo cambios
significativos en la microbiota intestinal, caracterizados por un aumento
en la abundancia de Bacteroidetes y una reduccion en la proporcion de
Firmicutes (Alsayadi et al., 2013). Estos cambios se asociaron con una
mejora en los marcadores de integridad de la barrera intestinal,
incluyendo mayores niveles de proteinas de unién estrecha como
ocludinay zonulina-1 (Brasil et al., 2019).

Los mecanismos propuestos para explicar estos beneficios incluyen la
capacidad de las BAL del kéfir de agua para modular la respuesta inmune
de la mucosa intestinal. Experimentos con cultivos celulares han
mostrado que estas bacterias pueden reducir la produccion de
citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-8, mientras estimulan la
secrecion de IL-10, una citoquina con propiedades antiinflamatorias
(Hsieh et al., 2012). Ademas, se ha sugerido que los exopolisacaridos
producidos por las bacterias del kéfir de agua podrian actuar como
prebioticos, estimulando selectivamente el crecimiento de bacterias
intestinales beneficiosas (Rocha-Gomes et al., 2018).

Aunque los resultados disponibles son prometedores, es importante
destacar que la mayoria de los estudios se han realizado in vitro o en




modelos animales. Se requieren mas investigaciones clinicas en
humanos para establecer dosis efectivas, mecanismos precisos de
accion y posibles aplicaciones terapéuticas del kéfir de agua en el
manejo de desordenes gastrointestinales.

La produccion de kéfir de agua enfrenta desafios unicos. La variabilidad
en la composicidon microbiana, influenciada por factores como el origen
geografico de los granos (Lynch et al.,, 2021), el tipo de sustrato
(Magalhaes et al., 2018) y las condiciones ambientales (Gokirmakl et al.,
2023), requiere un entendimiento profundo de las relaciones ecoldgicas
dentro del consorcio. Particularmente, el uso de frutas deshidratadas
como fuente de nutrientes y el manejo de parametros como pH y oxigeno
disuelto han demostrado ser criticos para mantener la estabilidad del
sistema (Laureys et al., 2016).

Avances recientes en técnicas multi-Omicas estan permitiendo
desentranar la complejidad de este ecosistema fermentativo. La
integracion de metagendmica con metaboldmica ha revelado, por
ejemplo, cOmo cepas especificas como P. membranifaciens contribuyen
al perfil de compuestos bioactivos (Azi et al., 2021). Estos hallazgos
abren posibilidades para el disefio racional de procesos fermentativos
mas eficientes y sostenibles.

2.2.2. Valor nutricional y biofuncional.

El kéfir de agua es una bebida fermentada cuyo valor funcional y sus
caracteristicas organolépticas son el resultado directo de las
transformaciones bioquimicas llevadas a cabo por el consorcio
microbiano. Como se esquematiza en la Figura 4, durante la
fermentacion, enzimas microbianas como la invertasa hidrolizan la
sacarosa del medio, aumentando el contenido de azucares reductores
(glucosa y fructosa). Estos azucares son luego metabolizados via
glicolisis y otras rutas, generando los metabolitos caracteristicos como
acido lactico, acido acético, etanol y diéxido de carbono. Estos




compuestos, junto con otros aromaticos volatiles, son los responsables
ultimos de las propiedades sensoriales y biofuncionales de la bebida.
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Figura 4. Modificaciones de las caracteristicas tecnologicas de las
bebidas por la fermentacion utilizando granos de kéfir de agua
(Modificado de Buranelo et al., 2022).

Los microorganismos presentes en el kéfir de agua sintetizan
exopolisacaridos (EPS), como dextranos y fructanos, que actuan como
prebidticos y moduladores de la microbiota intestinal (Torino et al.,
2015). Estos EPS, junto con péptidos bioactivos, flavonoides y acidos
fendlicos generados durante la fermentacion, exhiben actividades
antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas (Rodrigues et al.,
2016; Alsayadi et al., 2014).

Su composicion nutricional y biofuncional incluye:
Compuestos Bioactivos

e Exopolisacaridos (EPS):
Dextranos y fructanos producidos por bacterias acido lacticas
(Lactobacillus, Leuconostoc) actuan como prebidticos, mejorando la
microbiota intestinal (Torino et al., 2015). Zymomonas mobilis sintetiza
levan, un polisacarido con propiedades antiinflamatorias y aplicaciones
cosmecéuticas (Silbir et al., 2014).

10




e Acidos orgénicos (lactico, acético):
Contribuyen al perfil sensorial y exhiben actividad antimicrobiana contra
patdogenos alimentarios (Salmonella, E. coli) (Martinez-Torres et al.,
2017).

e Compuestos fenolicos y flavonoides:
Producidos por levaduras como Dekkera bruxellensis durante la
fermentacién, aumentan la capacidad antioxidante (Corona., 2016).
Saccharomyces cerevisiae biosintetiza selenoproteinas y B-glucanos con
efectos inmunomoduladores (Eppinga et al., 2014).
Vitaminas y enzimas:

Enriquecimiento natural con vitaminas del grupo B y enzimas digestivas
(ej. proteasas).

Propiedades Funcionales

e Actividad probiética:
Cepas como Bifidobacterium crudilactis promueven un efecto
bifidogénico en la microbiota infantil (Bondue et al., 2020). Lactobacillus
spp. aislados del kéfir toleran pH gastrico y sales biliares, adherencia a
epitelio intestinal (Talib et al., 2019).

e Efectos bioactivos en alimentos fermentados:
Fermentacion de sustratos no lacteos (jugos de frutas, soja) incrementa
antioxidantes (ej. fenoles totales) y actividad antimicrobiana.

2.2.3. Potencial para reducir enfermedades no transmisibles.

Las ENT (diabetes, enfermedades cardiovasculares, cancer) estan
asociadas a estrés oxidativo e inflamacion cronica. El kéfir de agua y sus
metabolitos ofrecen efectos preventivos y coadyuvantes (Figura 5):

Mecanismos de Accidn

e Antioxidante: Neutraliza radicales libres (DPPH, ABTS) y aumenta
enzimas endégenas (SOD, CAT) en modelos in vivo. Protege contra
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dafo hepatico (reduccion de ALT/AST) y neuroproteccién (® SOD
en neuronas).

e Antiinflamatorio: Inhibe vias proinflamatorias (NF-kB, TLR4/MyD88)
y reduce citoquinas (TNF-q, IL-6) en colitis y sepsis. Polisacaridos
como kefiran disminuyen edema e inflamacion cutanea.

e Antidiabético: Reduce glucemia (71%) y mejora sensibilidad a
insulina en ratas diabéticas.

e Cardioprotector: Regula lipidos (v LDL, » HDL) y atenua
aterosclerosis.

Aplicaciones a las enfermedades no transmisibles

e Cancer: Efectos antimetastasicos y antiangiogénicos en células
4T1 (™ apoptosis, modulacion de linfocitos T).

e Salud intestinal: Restaura barrera epitelial y aumenta
Bifidobacterias en modelos de colitis. Alivia sindrome de intestino
irritable (v TNF-a, NF-kB).

e Neurodegeneracion: En modelos de Alzheimer (A. fabarum) y
neuroblastoma, reduce estrés oxidativo y apoptosis neuronal.
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Figura 5. Efectos del Kéfir de agua sobre la salud (Modificado de
Gokirmakli et al., 2023, Guzel-Seydim et al., 2021).

12




2.3. Enfermedades no transmisibles y la crisis de los sistemas
alimentarios

2.3.1. El peso de las enfermedades no transmisibles (ENT) en México,
estadisticas clave

Las ENT representan el 74% de las muertes globales (OMS) y77% en
México (ENSANUT 2021). Datos clave:

o« Diabetes: 14% de adultos mexicanos afectados, con 104
muertes/100,000 hab. (INEGI, 2022).

« Obesidad: 75% de la poblacion (sobrepeso + obesidad), vinculada
al consumo de ultraprocesados (40% de la dieta) (FAO, 2023).

o Costos sanitarios: 1.3% del PIB en atencién médica y pérdida de
productividad (INSP, 2020).

Factores criticos:

e« Transicion alimentaria: Reduccion del 30% en consumo de
leguminosas y granos enteros desde 1990 (FAO).

« Desigualdad en acceso a salud: México destina solo 0.1% del PIB a
salud publica (OCDE, 2019), exacerbando disparidades.

2.3.2. Dietas saludables y sostenibles, un paradigma urgente

2.3.2.1. Definicion FAO/OMS: Patrones que promueven salud y reducen
impacto ambiental.

Las dietas saludables y sostenibles, segun la FAO/OMS, son patrones
alimentarios que:

e Promueven salud: Previenen malnutricion (desnutricion,
obesidad, ENT) mediante el consumo de alimentos frescos,
diversos y minimamente procesados.
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e Reducen impacto ambiental: Minimizan emisiones de GEl, uso
de agua y tierra, alineandose con los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS).

El "Plato del Bien Comer" (Figura 6) es una herramienta visual que
divide los alimentos en 5 grupos:

e Frutas y verduras(50% del plato): Prioriza productos de
temporaday locales.

e Granos y cereales integrales: Tortillas de maiz, avena, arroz
integral.

e Leguminosas: Frijoles, lentejas, habas (fuentes econémicas de
proteinay fibra).

e Alimentos de origen animal: Huevo, pollo, pescado (en menor
proporcidon que vegetales).

e Aceites y grasas saludables: En su forma natural (aguacate,
semillas).

Base: Agua simple como bebida principal.

Figura 6. Plato del bien comer (Guias Alimentarias Mexicanas., 2023).

El sustento cientifico para realizar esta division en el plato del bien
comer es que reduce 40% el riesgo de diabetes al priorizar fibra y
antioxidantes (ENSANUT, 2021). De forma alterna disminuye 20% la
huella hidrica comparado con dietas altas en carne (FAO, 2020).
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Las guias alimentarias dirigidas a la poblacion mexicana permiten
definir como debe ser una alimentacién saludable, para que las
personas puedan seguir buenas practicas de alimentaciéon de
acuerdo con sus costumbres, su cultura, sus recursos
socioecondémicosy su ambiente.

2.3.2.2. Brechas actuales

Si bien las definiciones y guias establecen un camino claro hacia la
sostenibilidad, la realidad en México presenta brechas profundas que
dificultan su implementacion. Estas discrepancias se manifiestan en tres
problemas principales interconectados: el acceso desigual a alimentos
nutritivos con bajo impacto ambiental, el consumo insuficiente de frutas
y verduras ademas de la predominancia de una cultura basada en

alimentos ultraprocesados.

En primer lugar, existe una tension evidente entre el acceso a alimentos
nutritivos y su impacto ambiental. Un ejemplo claro son los productos
lacteos, que si bien aportan calcio y proteinas de alta calidad, son
responsables de aproximadamente el 20% de las emisiones de gases de
efecto invernadero del sector agropecuario (FAO, 2020). Frente a esto,
existen alternativas sostenibles como algunas bebidas fermentadas
tradicionales (kéfir de agua, pozol), que presentan una huella ecolégica
significativamente menor. Sin embargo, su consumo es limitado, ya que
se ha encontrado que solo el 15% de las comunidades los incluyen en su
dieta diaria (INSP, 2022), lo que evidencia un problema de acceso y

difusion.

En segundo lugar, se identifica un consumo insuficiente de frutas y
verduras en todos los segmentos de la poblacién. En nifios, solo 2 de

cada 10 consumen verduras de forma regular (Guias Alimentarias
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México, 2023), mientras que en adultos, el 50% ingiere menos de 190 g al
dia, frente a los 400 g recomendados por la OMS. Esta brecha es
particularmente paraddjica en un pais megadiverso como México, que
cuenta con mas de 5,000 plantas comestibles registradas (maices
nativos, amaranto, chia, quelites, etc.). A pesar de esta riqueza, solo el
30% de esta diversidad se utiliza activamente en la dieta diaria,
desperdiciandose o ignorandose el 70% restante, junto con su alto valor
nutricional y adaptacién al clima local (INSP, 2021; CONABIO, 2020).

Finalmente, la tercera brecha es la hegemonia de los ultraprocesados en
la cultura alimentaria mexicana. Estos productos (refrescos, snacks, pan
industrializado) dominan casi la mitad (40%) de la dieta del mexicano
promedio (ENSANUT, 2021). El caso mas emblematico es el del refresco,
del cual México es el mayor consumidor mundial con 163 litros per
capita al ano (OPS). Esta realidad contrasta drasticamente con los
principios de las dietas sostenibles y constituye uno de los principales

motores de la obesidad y las ENT.

En conjunto, estas brechas subrayan la necesidad urgente de promover
alternativas alimentarias que sean a la vez saludables, accesibles,
culturalmente pertinentes y de bajo impacto ambiental. Es en este
contexto donde el kéfir de agua emerge como un candidato iddneo,
alineandose con los objetivos de sostenibilidad y ofreciendo una

respuesta concreta a los problemas aqui expuestos.

2.4. Kéfir de agua en la transicion hacia sistemas sostenibles
2.4.1. Impacto ambiental de su produccién

2.4.1.1. Huella de carbono vs. bebidas azucaradas/ultraprocesadas.
La produccidén de alimentos es responsable de aproximadamente el 26%
de las emisiones globales de GEI (IPCC, 2019), y las bebidas azucaradas
contribuyen significativamente a esta cifra. Los estudios comparativos
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revelan una marcada diferencia entre estas bebidas industrializadas y el
kéfir de agua. Por un lado, los refrescos y jugos envasados generan entre
1.5y 2.0 kg de CO, equivalente por litro. Esta huella elevada se debe al
cultivo de cana de azucar —asociado a deforestacion—, al
procesamiento térmico, al transporte y, especialmente, al uso de jarabe
de maiz de alta fructosa, cuyo cultivo requiere fertilizantes nitrogenados
que emiten 6xido nitroso, un gas de efecto invernadero particularmente
potente (Searchinger et al., 2018).

Por otro lado, el kéfir de agua emite sustancialmente menos, entre 0.8 y
1.2 kg de CO,, eq. por litro, segun analisis de ciclo de vida (Spiller et al.,
2019). Los factores clave que explican su menor impacto son el uso de
materias primas locales, como frutas de temporaday azucar no refinada,
que reducen la huella de transporte; la fermentacion espontanea que no
requiere energia para pasteurizacion, a diferencia de los lacteos (Laureys
& De Vuyst, 2014); y el aprovechamiento de residuos organicos, ya que la
pulpa de frutas residual puede compostarse (Kohler et al., 2021). Esta
ventaja se ve reforzada por hallazgos recientes en bioreactores, que
muestran que el kéfir de agua producido con L. hilgardii y S. cerevisiae
reduce un 20% mas las emisiones que las bebidas basadas en leche, al
evitar la fermentacidn lactica intensiva (Laureys et al., 2021).

2.4.1.2. Oportunidad: La fermentacion acuosa reduce un 30% las
emisiones frente al kéfir lacteo.

La ventaja ambiental del kéfir de agua se hace aun mas evidente al
compararlo directamente con el kéfir lacteo, donde la fermentacion
acuosa demuestra ventajas ambientales cuantificables.

La mas significativa es una reduccion del 30% en las emisiones de GEl
(Spiller et al., 2019). Este descenso se explica fundamentalmente porque
el proceso acuoso elimina la necesidad de ganaderia, un sector que por
si solo emite 2.4 kg de CO,eq por cada kg de leche producido (FAO,
2020). Adicionalmente, se logra una mayor eficiencia energética, ya que

17




la fermentacion del kéfir de agua ocurre a temperatura ambiente (20-
25°C), consumiendo un 50% menos de energia que los procesos lacteos
que requieren mantener cultivos a 37°C (Laureys, 2021).

La diferencia también es abrumadora en cuanto a la huella hidrica: el
kéfir lacteo requiere aproximadamente 1,020 L/kg, incluyendo el agua
para el cultivo de forraje, mientras que el kéfir de agua necesita s6lo 350
L/kg, al prescindir del riego para pastos (Water Footprint Network, 2021).

Mas alla de la eficiencia, el kéfir de agua muestra una gran adaptabilidad
para utilizar recursos subutilizados. Estudios con sustratos alternativos,
como jugo de zanahoria o fresa, demuestran su potencial para
elaborarse con excedentes agricolas, reduciendo asi el desperdicio
(Corona et al., 2016). Lynch (2021) destaca que el uso de frutas en la
produccioén de kéfir de agua podria disminuir el desperdicio alimentario
en un 15-20%.

No obstante, la transicion de una produccion artesanal a una escala
industrial enfrenta desafios tecnolégicos significativos que frenan su
optimizaciéon y masificacion. A pesar de los avances, la produccion a
este nivel debe lidiar con la inestabilidad inherente de los consorcios
microbianos silvestres durante fermentaciones repetidas, la falta de
tecnologias de control y monitoreo perfectamente adaptadas para
garantizar la consistencia del producto, y la dificultad para mantener de
forma uniforme las propiedades sensoriales deseadas en lotes de gran
volumen. La Figura 7 ilustra este proceso industrial actual, el cual, si bien
permite una mayor disponibilidad, aun carece de la estandarizacion
robusta necesaria para competir con la homogenidad de las bebidas
ultraprocesadas.
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Figura 7. Proceso de produccion actual del kéfir de agua (Modificado
de Acik et al., 2019).

Para superar estos cuellos de botella propios de la escalabilidad, es
crucial desarrollar soluciones tecnolégicas. Laureys (2021) identifico,
por ejemplo, que la congelacidon de los granulos dafa su estructura y
reduce su crecimiento, un problema critico para su distribuciéon y uso
industrial. Como soluciones emergentes, se proponen la liofilizacién
para conservar la viabilidad microbiana sin danar los polisacaridos
(Gulitz, 2013), y el uso de cultivos iniciadores definidos (ej.: Leuconostoc
mesenteroides + Hanseniaspora valbyensis) para mejorar la
reproducibilidad y control del proceso (Kohler et al., 2021).

Elimpacto final trasciende lo ambiental; un kéfir de agua estandarizado y
con bajo contenido residual de azucar (<5 g/100 mL) se posiciona como
una alternativa saludable y escalable a los refrescos, alineandose con
las directrices de la OMS (Lynch, 2021).

2.4.2. Economia circular y valorizacién
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Cada ano en México se producen aproximadamente 23.7 millones de
toneladas de desechos provenientes del sector agroalimentario. Este
volumen de residuos no solo ocasiona la emision de cerca de 36
millones de toneladas de CO,, sino que también representa un
desperdicio de alrededor de 40 billones de litros de agua anualmente
(SIAP, 2021).

2.4.2.1. Uso de frutas/verduras de tercera categoria como sustratos.

En México, se estima queentre el 20-40% de las frutas y verduras
frescas son descartadas anualmente por no cumplir estandares
estéticos (tamafo, forma o color), aunque son inocuas para el consumo
(SIAP, 2021). ELl kéfir de agua ofrece una solucion sostenible al utilizar
estos recursos subvalorados lo cual evitara el desecho de estas,
utilizandolos para obtener productos de valor agregado en términos de
aplicar la economia circular (Figura 8).

« Valorizacion de descartes estéticos: Estudios con kéfir de agua
fermentado a partir de frutas "imperfectas” (ej.: manzanas, peras o
zanahorias no calibradas) muestran que retienen el 85-95% de sus
compuestos bioactivos (polifenoles, vitamina C) frente a frutas de
"primera categoria" (Corona et al., 2016).

« Beneficios ambientales: Al evitar que estos alimentos terminen en
vertederos (donde generan metano), se reduce la huella de
carbono en un 15-20% comparado con el uso de frutas estandar
(Ordaz-Rodriguez et al., 2022).
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Figura 8. Bioeconomia circular: 1. Obtencion de materias primas, 2.
Diseno del proceso industrial, 3. Produccion del producto de interés,
4. Distribucion del producto, 5. Consumo del producto, 6. Separacion

de los residuos de manera adecuada, 7. Reciclaje de los residuos
(Modificado de Gomez-Ramos, 2023).

2.4.2.2. Uso del consorcio microbiano como aporte nutricional.

Los granos de kéfir de agua contienen un consorcio microbiano
simbidtico (bacterias acido lacticas y levaduras) que transforma
sustratos simples en productos enriquecidos:

o Biofortificacion:

o Algunas cepas como L. hilgardii producen exopolisacaridos
(kefiran) con efectos prebioticos (Laureys & De Vuyst, 2014).

o Levaduras (S. cerevisiae) sintetizan vitaminas del grupo By
aminoacidos esenciales (Gamboa-Delgado, 2023).

Por ejemplo, la fermentacién de agua de jamaica (hibisco) descartado
con kéfir incrementa su actividad antioxidante (30-40% mas que el agua
fresca), gracias a la acciéon microbiana (Corona et al., 2016).
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Los residuos sélidos post-fermentaciéon (bagazos) pueden reutilizarse
como suplemento alimenticio animal por su alto contenido de fibra y
proteina microbiana o compostaje para mejorar suelos agricolas,
cerrando el ciclo de nutrientes (Lynch, 2021).

Ademas, en este trabajo se contempla la adicion del consorcio como
aporte de proteina unicelular la cual contiene los 8 aminoacidos
esenciales, y es de alto valor nutritivo, incorporandose asi a la dieta
saludable y sostenible.

2.5. Innovacion tecnolégica y desafios

La creciente demanda de alimentos sostenibles ha impulsado la
innovacion tecnoldgica en la produccion de kéfir de agua, centrada en
reducir su impacto ambiental y mejorar su aceptacion en mercados
globales. Sin embargo, persisten desafios clave que requieren
soluciones interdisciplinarias.

2.5.1. Innovacién en procesos sustentables (descarbonizacion, eficiencia
hidrica).

Descarbonizacion:

La produccién tradicional de bebidas contribuye significativamente a las
emisiones de GEI. Para el kéfir de agua, se han desarrollado estrategias
como:

« Fermentacién a temperatura ambiente: Elimina la necesidad de
energia para calentamiento, reduciendo hasta un 30% las
emisiones frente a procesos lacteos (Spiller et al., 2019).

« Uso de energias renovables: Plantas piloto en México integran
paneles solares en biorreactores, disminuyendo la huella de
carbono en un 25% (INIFAP, 2023).

Eficiencia hidrica:
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El kéfir de agua requiere 50% menos agua que las bebidas lacteas (Water
Footprint Network, 2022), pero aun puede optimizarse:

« Recirculacion de agua en lavado de granos: Sistemas de filtracion
permiten reutilizar el 80% del agua (Laureys et al., 2021).

« Sustratos hidroeficientes: Jugos de frutas con alta disponibilidad
local (ej.: tuna o jamaica) reducen el estrés hidrico asociado a
cultivos intensivos (Gomez-Ramos, 2023).

Desafios:

o Escalabilidad: Laureys et al. (2021) identifican que la transicion de
procesos artesanales a industriales enfrenta barreras técnicas,
como la variabilidad en la actividad metabdlica de los granulos de
kéfir en grandes volumenes, lo que reduce la eficiencia en un 15-
20%.

« Costos iniciales: La inversion en biorreactores solares puede ser
prohibitiva para pequenos productores (Gamboa-Delgado, 2023).

2.5.2. Diseno y elaboraciéon de bebidas plant-based: Aceptacion sensorial y
mercado.

Innovacion en formulaciones:

« Reducciéon de azucares residuales: Fermentaciones controladas
con cepas especificas (L. nagelii) logran bebidas con <5 g/L de
azucar, cumpliendo estandares de la OMS (Kohler et al., 2021).

o Perfiles sensoriales personalizados: Uso de levaduras no
convencionales (H. valbyensis) para notas frutales sin off-
flavors (Laureys & De Vuyst, 2014).

Aceptacion del consumidor:

El segmento de bebidas funcionales es uno de los que mas interés ha
generado en 2024, impulsado por la demanda de productos que mejoren
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la salud fisica y mental. Aunque inicialmente se dirigian a nichos
especificos (atletas, adultos mayores), ahora captan un publico mas
amplio gracias a la incorporacion de probidticos, adaptdégenos y
nootropicos (The Food Tech, 2024). En este contexto, el kéfir de agua
destaca por:

« Preferencias regionales: En México, el 68% de los consumidores
prefieren sabores locales (tamarindo, guayaba) frente a opciones
tradicionales (Nielsen, 2023).

« Crecimiento en mercados premium: En Europa, versiones con
<0.5% de alcohol (logrado con cepas modificadas) tienen mayor
penetracion en el segmento health-conscious (Lynch, 2021).

El mercado global de kéfir de agua representado en la Figura 9, se
proyecta con un crecimiento anual del 8.2% hasta 2033, impulsado
por la demanda de bebidas probidticas.

Global Water Kefir Market
Global Outlook Market Size (USD Million), Forecast and Y-o-Y Growth, 2022-2033

XX

202ZH  2023H 2024A 20QSE  202G6F 2027F  2008F 2O20P 2030F OGP 2032F  203F

Market Value -y Growth

Figura 9. Proyeccion de crecimiento anual del mercado de kéfir de
agua (Datalntelo., 2023).

Desafios:

« Regulacion: Inconsistencias en etiquetado de "probidticos" entre
paises (FDA vs. COFEPRIS).

« Competencia: Bebidas vegetales comerciales (almendra, avena)
dominan el 70% del mercado plant-based (Mintel, 2023).
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3. ANTECEDENTES

En la busqueda de alternativas saludables en la industria alimentaria,
diversos estudios han explorado la incorporacion de kéfir en el desarrollo
de nuevos productos.

Si bien los estudios de Corona et al. (2016) y Paredes et al. (2022)
demuestran el éxito de las bebidas de kéfir de frutas, y el trabajo de
Magalhdes-Guedes et al. (2020) ilustra el potencial de reutilizar la
biomasa de kéfir de leche en paletas, un desafio emergente en la
industrializacion del kéfir de agua es la gestion del excedente de
granulos. La transiciéon de una produccion artesanal a una industrial
conlleva inevitablemente un aumento en el volumen de esta biomasa,
planteando la necesidad de encontrar aplicaciones sostenibles para ella
dentro de un modelo de economia circular.

Como senalan Moretti et al. (2024), '...el hecho de producir kéfir a nivel
industrial trae consigo el aumento en el volumen de granulos
(excedente)'. Frente a este desafio, los mismos autores proyectan el
desarrollo sostenible de la industria y enumeran diversas aplicaciones
potenciales para este excedente subrayando que la biomasa excedente
de kéfir de agua no es un desecho, sino un recurso versatil que puede ser
gestionado de manera eficiente y sostenible (Moretti et al., 2024)."

También, la fermentacion de frutas con kéfir podria aplicarse como
estrategia para conservar la fruta como lo comprobaron Hampton y
colaboradores en su investigacion.

La seleccion del consorcio microbiano para este estudio se determind
considerando la oferta disponible en el mercado mexicano, donde
existen pocas companfias que elaboren y comercialicen kéfir de agua con
un consorcio estable y caracterizado. Se optd por los granulos de la
bebida 'Kéfir SIMBIOTICA-Natural' de la empresa Simbidtica, la cual, si
bien es de reciente introduccion en el mercado, presenta la ventaja de
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ofrecer un etiquetado nutrimental claro, lo que sugiere un proceso de
produccioén estandarizado.

Mas alla de su disponibilidad, la eleccion se vio respaldada por las
caracteristicas reportadas del producto final. El perfil sensorial descrito
por el fabricante “de dulzor de medio a bajo, acidez baja y efervescencia
ligera” se considerd un indicador de una fermentacion equilibrada, ideal
para el desarrollo de bebidas con alta aceptabilidad potencial.
Asimismo, su atribucion de promover el balance de la microbiota
intestinal alineaba el consorcio con el objetivo de desarrollar un alimento
biofuncional.
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4. JUSTIFICACION

Actualmente, el consumo excesivo de alimentos ultraprocesados esta
directamente relacionado con las enfermedades no transmisibles
(Swinburn et al., 2019) que matan a 41 millones de personas cada ano, lo
que equivale al 74% de todas las muertes en el mundo (OMS., 2023).

Ademas, la cadena de valor de la industria alimentaria es responsable de
la emision de un tercio de los gases de efecto invernadero producidos y
de la pérdida de la biodiversidad, generando escasez de agua
(Searchinger et al., 2018).

Por otro lado, la disminucion en la cantidad o calidad de los alimentos
como resultado de las decisiones y acciones de los minoristas,
proveedores de servicios alimentarios y consumidores, genera
desperdicio de alimentos, aproximadamente el 37%, de acuerdo con el
Banco de Alimentos de México (PROFECO., 2022).

Se pretende que para el afio 2050 se cuente con recursos alimentarios
suficientes, y un sistema de salud basado en la prevencidn, ya que para
esta fecha se prevé un aumento de la poblacion a diez mil millones de
personas, que al seguir con el consumo de alimentos ultraprocesados y
por tanto aumentar las ENT rebasarian los sistemas de salud por un lado
y, por otro, que al existir pérdida de recursos naturales actuales no
existiria suficiencia en el futuro para alimentar a la poblacion.

Por lo tanto, para garantizar la seguridad alimentaria y la salud de la
poblacion en las proximas décadas, es crucial abordar estos desafios
mediante la transformacién de los sistemas alimentarios (Willett et al.,
2019). Es por eso por lo que ha habido tendencias por optar hacia dietas
saludables y sostenibles las cuales han sido definidas por la FAO y la
OMS como patrones alimenticios que promueven todas las dimensiones
de la salud y bienestar de los individuos ademas de tener un impacto
bajo en el medio ambiente (FAO, 2021).
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La adopcion de dietas basadas en alimentos de origen vegetal y la
reducciéon del consumo de carne se presentan como estrategias clave
para lograr estos objetivos. Se conoce que la produccion y consumo de
vegetales y frutas generan una baja huella de carbono y podrian
disminuir la huella hidrica, especialmente empleando tecnologias
agricolas de cultivo adecuadas. Asimismo, la disminucion de la
produccion de carne de crianza y la opcién por la produccion de carne
artificial y alimentos “plant-based” se presentan como alternativas
prometedoras.

En este contexto, la formulacion de productos “plant-based”, y en el
caso particular los elaborados a base de kéfir que se creen a base de
procesos alimentarios sostenibles ofrece beneficios ambientales que
participen en la descarbonizacion de los sistemas alimentarios. La
elaboracion de bebidas a base de kéfir reduciendo el volumen de
operacion para el proceso, asi como bebidas a base de kéfir, frutales o
vegetales, preparadas con materia prima de tercera categoria sin
emplear agua con sacarosa para su fermentacion se presenta como una
alternativa prometedora para impulsar la transiciéon de este sistema
milenario hacia dietas mas saludables y sostenibles, disminuyendo con
ello la huella de carbono y la huella hidrica asociadas a la produccién de
alimentos.

El desarrollo de estos productos también puede aportar propiedades
biofuncionales, gracias a la presencia de microorganismos probidticos y
compuestos bioactivos derivados del proceso de fermentacion. Estos
atributos pueden contribuir a la promocién de la salud y el bienestar de
los consumidores, en linea con los objetivos de las dietas saludables y
sostenibles.
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5. HIPOTESIS

Es posible obtener un producto de kéfir de agua rico en proteinas, a
través de un proceso sustentable, con caracteristicas sensoriales
aceptables, aplicando las reglas generales de descarbonizacion y

reduccion de la huella hidrica del proceso.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general
Proponer una tecnologia sustentable para la elaboracion de kéfir de agua

“plant based” que pueda ser incorporado en la dieta saludable y

sostenible.

6.2. Objetivos especificos

e Optimizar la concentracion del consorcio microbiano para la
produccion de Kéfir de agua rico en proteinas con caracteristicas
sensoriales aceptables y menor huella hidrica.

e Proponer una tecnologia de elaboracién de kéfir de agua “plant
based”, rico en proteina, libre de aditivos y azlucares anadidos de
menor huella hidrica, a partir de jugo de frutas y verduras de
tercera categoria.
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7. METODOLOGIA

Para la metodologia de este proyecto se realizé un plan de trabajo que

comprendio de las siguientes etapas:

Muestra comercial de kéfir de agua "kefir
SIMBIOTICA" (SIMBIOTICA, Ciudad de México,
México)

agregaron en 100 ml de una solucién de sacarosa 10% piv.

Se tomaron alicuotas de 5 ml de la muestra comercial y se
Condiciones: 48 h a 28°C.

Reduccién del

Variables explicativas

+ Concentracién del

volumen de consorcio microbiano
—| operacion |}— + Tiempo de
(0%); fermentacion
t(h): 24, 48, 72
— ¢
>
cx 9
Reduccién del |
"5 SN
Fermentacién unlumep/ﬂe 3 Opum\zac@n
acucsa operacion & (—| por superficie
(15%); g de respuesta
t(h): 24,48, 72| 2
&
— 2
FASE 1 Reduccién del < Acepablidad
volumen de
> operacion Variable respuesta
(30%);

t(h): 24, 48, 72

Analisis
fisicoquimica

« Acidez titulable (AOAC
Official Method 942.15; 1965)

* pH (ADAC Official Method
981.12; 1982)

« Azdcares totales ( DuBois, M.,
et, al; 1956)

Kéfir reducido
en agua

+ Proteina cruda (AOAC
Official Method 2001.11;
2005)

= Concentracion
del consorcio

FASE 2

Disefio de bebidas de kéfir proteinico
con adicién variable del consorcio

Prueba Tukey
de

agregado %

},.

comparacién
micropiano de medias
‘ L } l Variable respuesta
« Humedad *pH
. jBactenas + DPPH « Cenizas + Acidez
l‘*_‘z:_'“ * ABTS = Proteina cruda * Azicares
La |c;15 « Polifenoles « Extracto etéreo reductores
evaduras totales + Fibra cruda + Azlicares
« Extracto libre de nitrogeno totales

Recuento microbiano Actividad antioxidante

Andlisis bromatolégico Analisis fisicoquimico

Figura 10. ETAPA 1: Obtencion de kéfir reducido en volumen de

operacion.
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Muestra comercial‘de kéfir de agua “kefir
SIMBIOTICA” (SIMBIOTICA, Ciudad de México,
México)

Se tomaron alicuotas de 5 ml de la muestra comercial y se
agregaron en 100 ml de una solucion de sacarosa 10% p/v.

Condiciones: 48 h a 28°C. Recuento microbiano
Andlisis
L - BAL .
indculo-pulpa Variable explicativa < BAA fisicoquimico
de mango(2% - Levaduras
p/V); tiempo T "
(n): 24,48, 72 « pH (AOAC Offcal Mthod
ermentacion 981.12; 1982)
- — = Azidcares totales ( DuBois, M.,
e Bebidas de et, al; 1956) {
indculo-pulpa Prueba Tukey Kéfir » Acidez titulable
Andlisis de de plant-based
fisicoquimico —»| manzana(2% ™ comparacion (mango,
p/V); tiempo de medias manzana,
. “Brix Fermentacion (h): 24, 48, 72 zanaho_rl;i. + Proteina cruda (AOAC Official
- Aztcares en jugo de ——J o T naranja) Method 2001.11; 2005)
reductores frutasiverduras —_—
- Aziicares de tercera = + Aceptabilidad ;
totales categoria indculo-pulpa Va‘r'at;!e
de naranja(2% Variable respuesta explicativa
p/V); tiempo + Concentracion
FASEL (): 24, 48, 72 FASE 2 del consorcio
— - — — Prueba Tuke agregado %
Disefio de bebidas de kéfir proteinico de y oreg
con adicién variable del consorcio ”
inaculo-pulpa microbi comparacion
de do medas K[ Aceptabiidad
‘—»| zanahoria(2% — P
piV); tiempo { { ) l Variable respuesta
(h): 24, 48, 72
] * Bacterias + Humedad «pH
acido = DPPH * Cenizas « Acidez
lacticas * ABTS » Proteina cruda « Azlicares
+ Bacterias + Palifenoles « Extracto etéreo reductores
4cido totales » Fibra cruda « Az(icares
acéticas « Extracto libre de nitrogeno totales
» Levaduras

Recuento microbiano Actividad antioxidante Andlisis br ogi Andlisis

Figura 11. ETAPA 2: Obtencion de kéfir de jugos de frutas.
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Para la realizacion de este proyecto de investigacion se utilizaron los
siguientes materiales, reactivos y equipos:

Materiales:

o Kéfir de agua "SIMBIOTICA": Adquirido en linea (SIMBIOTICA,
Ciudad de México, México).

e Azucar mascabado genuino METCO: Comercializado por
Walmart y transportado hasta la planta piloto para su uso.

e Frutas y hortalizas frescas de tercera categoria (manzana,
mango, zanahoria y naranja): Obtenidas en la Central de
Abastos y trasladadas en bolsas hasta la planta piloto.

Reactivos:
Determinacion de pH
« Soluciéntampodn de calibracion (pH 4.0, 7.0 y/o0 10.0).
« Agua destilada o desionizada.
Acidez titulable
« Hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 N.
« Fenolftaleina al 1% (indicador).
« Agua destilada.
Azucares totales (Método Dubois)
« Fenolacuoso al 5%.
« Acido sulfurico concentrado (H,SO,, 98%).
« Glucosa patrdn (para curva de calibracion).
Azucares reductores (Método DNS)

« Reactivo DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico).
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« Tartrato de sodio y potasio (sal de Rochelle).

o Hidrdoxido de sodio (NaOH).

« Glucosa patron (para curva de calibracion).
Grados Brix (Refractometria)

« Agua destilada (para calibracion del refractometro).
Proteinas (Método Kjeldahl)

« Acido sulfarico concentrado (H,SO,).

« Catalizador (mezcla de sulfato de potasio y sulfato de cobre, K,SO,
+ CuS0,-5H,0).

o Hidroxido de sodio (NaOH) 40%.
« Acido bérico (H;BO,) al 2%.
« Indicador de mezcla (rojo de metilo + azul de metileno).

Acido clorhidrico (HCL) 0.1 N (para titulacién).

Polifenoles totales (Método Folin-Ciocalteu)

« Reactivo Folin-Ciocalteu.

« Carbonato de sodio (Na,CO,) al 20%.

« Acido gélico o catequina (patrén para curva de calibracién).
Actividad antioxidante (DPPH y ABTS)

« DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo en etanol/metanol.

« ABTS: 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) en buffer
fosfato.

« Trolox o acido ascorbico (patrén para curva de calibracién).

Fibra cruda (Método quimico-gravimétrico)
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« Acido sulfurico (H,SO,) 0.255 N.
o Hidrdéxido de sodio (NaOH) 0.313 N.
« Acetona (paralavado).

Recuento microbiano
« Agua peptonada (Millipore).
« Agar Levadura Glucosa Cloranfenicol (Millipore).
« Agar Man, Rogosay Sharpe (Millipore).

Equipos:

Para determinaciones fisicoquimicas y bromatoldgicas:
1. Potencidometro (con electrodo de calibracién).
2. Balanza analitica (precision +0.0001 g).
3. Refractometro (para °Brix).

4. Espectrofotometro UV-Vis (marca Thermo Spectronic, modelo
Genesys 10).

5. Bano Maria (para reacciones controladas).

6. Centrifuga (marca Rotina, modelo 420).

7. Licuadora (marca Oster, modelo Best-02-E01).

8. Extractor de jugos (marca Oster®, modelo FPSTJE316P).

Para determinaciones bromatoldégicas (humedad, cenizas, extracto
etéreo):

9. Estufa (para secado a 105°C, determinacion de humedad).
10. Mufla (para incineracién a 550°C, determinacion de cenizas).

11. Soxhlet (para extraccion de lipidos con éter de petréleo).
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Para recuento microbiano
« CajaPetri90 X 15 mm (marca Interlux, Klinicus).
« AsadesiembraenL (modelo CRM-5010PH).

« Contador de colonias bacterianas microbianas (marca
YUCHENGTECH)

7.1. Obtencion del consorcio microbiano

7.1.1. Activacion del consorcio microbiano.

Se realizé la activaciéon de los granulos de kéfir tomando alicuotas de 5
mL del in6culo comercial y agregandolas a 100 mL de una solucién de
sacarosa al 10% p/v. La activacion se llevo a cabo en frascos de vidrio de
250 mL (capacidad util de 100 mL), los cuales se cubrieron con una
doble capa de gasa estéril asegurada con una banda elastica para
permitir el intercambio gaseoso (evitar la acumulacién de CO,) y prevenir
la contaminacién. Los frascos se mantuvieron en condiciones de
oscuridad dentro de una estufa de incubacion a 28 £ 1°C durante 48
horas. Tras este periodo, los granulos se recuperaron por filtracién para
Su uso posterior.

7.2. ETAPA 1: Desarrollo del kéfir con reduccion del volumen de operacion.

Fase 1: Fermentacidn acuosa

7.2.1. Optimizacion de parametros.

Se evalu6 el efecto de dos factores clave en la fermentacion: el tiempo
de fermentacion (24, 48y 72 h) y el porcentaje de reduccion del volumen
de operacion en el medio (0%, 15% y 30%). Esto se implementd mediante
un disefio factorial completo 3x3. Este disefio permite investigar de

manera sistematica las 9 condiciones experimentales, como se observa
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en la figura 12, resultantes de la combinacion de todos los niveles de
ambos factores, con el fin de identificar su influencia individual y su
posible interacciobn en las caracteristicas fisicoquimicas vy

microbiolégicas del kéfir final.

Para cada una de las 9 condiciones experimentales definidas por el
disefo, se utilizaron 2 gramos del consorcio microbiano humedo y
activado (recuperado segun el punto 7.1.1 y tamizado para eliminar el

exceso de liquido).

Los medios de fermentacion se prepararon anadiendo a frascos de vidrio
de 250 mL las siguientes cantidades de agua potable: 100 mL (0%
reduccion), 85 mL (15% reduccion) y 70 mL (30% reduccion). A cada
frasco se le adiciond sacarosa (azucar mascabado) en una

concentracion del 10% p/v.

El in6culo (2g) se anadié a cada frasco, se agité suavemente para
homogeneizar. Los frascos se taparon con gasa estéril y se aseguraron
con una banda elastica y se colocaron en una estufa de incubacion a 28
+ 1°C, en ausencia de luz, para su fermentacidon. Las muestras se

retiraron y analizaron a los tiempos establecidos (24, 48y 72 h).

Tiempo de Fermentacién (horas)
24 48 72

o

h’n. h{.‘,u h’..;.

:h’...\ i ‘h’.“ =1 I‘h’.u

Reduccién del volumen de operacion (%)
w -
8 &

e Kda Ko
Figura 12. Condiciones experimentales del proceso para la obtencion

del kéfir con reduccion del volumen de operacion.

Para cuantificar la reduccién del volumen de operacion (rvo), se

establecido una formulacidon considerando el volumen total del medio.
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Partiendo de un volumen de referencia de 100 mL para el tratamiento
control (0% reduccion), los volumenes de agua se ajustaron como se
muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Formulacion de los medios de fermentacion con rvo.

% de RVO Volumen de Masa de Concentracién de Masa de Concentracién Real de
Agua (mL) Sacarosa (g) Sacarosa (% p/v) Inéculo (g) Inéculo (% p/v)

0% (Control) | 100.0 10.00 10.0 2.00 2.00

15% 85.0 8.50 10.0 2.00 2.35

30% 70.0 7.00 10.0 2.00 2.86

7.2.2. Caracterizacion de las bebidas de kéfir con disminucion del volumen de
operacion.

pH.

Para la determinacion de pH se tomaron 15 mL de cada una de las
bebidas de kéfir de agua. El pH de cada muestra de kéfir de agua se
midioé utilizando un potenciémetro previamente calibrado con soluciones
tampon (pH 4.0, 7.0y 10.0).

Cada medicion se realizd por triplicado para garantizar la

reproducibilidad. Se reporté el valor promedio * desviaciéon estandar.

Acidez titulable (Método AOAC 942.15)

Se titularon 10 mL de muestra de kéfir con NaOH 0.1 N, utilizando
fenolftaleina al 1% como indicador (punto final: color rosa tenue).

La acidez se expres6é como porcentaje de acido lactico (g/100 mL),

considerando el volumen de NaOH gastado.

Azucares totales (Método Dubois)
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Se tomo 1 mL de la muestra y se diluyé en 10 mL de agua destilada. Se
mezclé 1 mL de muestra diluida con 1 mL de fenol acuoso al 5% y 5 mL
de H,SO, concentrado.

Tras 10 min en bano Maria a 30°C, se midi6 la absorbancia a 490 nm en el
espectrofotometro.

Se uso glucosa patron (0-100 mg/L) para correlacionar absorbancia-

concentracion.

7.2.3. Evaluacion sensorial.

La aceptacion de las9 bebidas fermentadas (derivadas de las
combinaciones de 24, 48 y 72 horas de fermentacion y 0%, 15% y 30% de
rvo) se evaludé mediante una escala heddnica de 7 puntos.

« Muestra: 75 panelistas no entrenados participaron en la
evaluacion, realizada a través de formularios digitales (Google
Forms).

« Diseno experimental: Los datos se organizaron bajo un disefo
factorial 3x3 para analizar el efecto independiente de cada factor
(tiempo de fermentacion y reduccion del volumen de operacion)
sobre la aceptacion sensorial.

Aunque el diseno factorial permite evaluar el efecto individual de cada
variable, presenta limitaciones para:

« Identificar interacciones significativas entre factores.

o Describir con precision elcomportamiento no linealde las
respuestas.

Para abordar estas limitaciones, se aplicé el método de superficie de
respuesta (MSR) (Moreno et al., 2015), el cual modela matematicamente
la relacion entre variables independientes y respuestas mediante
un ajuste polinomial (Gutiérrez-Pulido, 2004). El modelo general se
expresa como:

Y=L0+Zi=1kPixi+Zfiixi2ki=1+33Lijxixj+ekj=1ki=1<.
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Donde:
« Y=Variable respuesta (ej.: puntuacion heddnica).
« Xi,Xj=Factores independientes (tiempo, volumen de operacion).
« B =Coeficientes del modelo.

o €=Errorexperimental.

Fase 2. Disefio de bebida proteica

7.2.4. Adicion variable del consorcio.

Se utilizé la bebida de kéfir que obtuvo la mayor aceptacion sensorial en
la etapa anterior (definida por el tiempo de fermentacion y porcentaje de
rvo optimos). A partir de esta bebida, se recuperaron y prepararon los
granulos para su incorporacion como fuente de proteina, siguiendo el
proceso que se esquematiza en la Figura 13.
Recuperaciony preparacion del grano de kéfir:
o Filtracion: La bebida seleccionada se filtr6 para separar y
recuperar los granos de kéfir humedos.
o Caracterizacion proteica: Se determind el porcentaje de
proteina cruda en los granos humedos mediante el método
Kjeldahl (AOAC 2001.11)
Los granos humedos se trituraron homogéneamente con la bebida base
en las siguientes proporciones:
o 2.5% (p/v) de proteina.
o 3.5% (p/v) de proteina.
o 5.0% (p/v) de proteina.
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FILTRACION MOLIENDA BEBIDA DE KEFIR PROTEINICO

Figura 13. Pasos para la elaboracion de la bebida de kéfir proteinico.

Las concentraciones se calcularon considerando el contenido proteico

previamente cuantificado en los granos (Tabla 2).

Tabla 2. Masa de granulos de kéfir anadida para alcanzar la

concentracion proteica objetivo en un volumen de 100 mL de bebida.

Concentracion de Masa anadida

proteina en las bebidas | de grano de kéfir a

de kéfir 100 mL de bebida
2.5% 90.3g
3.5% 126.4¢g
5.0% 180.5¢g

7.2.5. Evaluacion sensorial inmediata: Prueba Tukey.

La aceptabilidad de las tres formulaciones de kéfir proteinico (con 2.5%,
3.5% y 5.0% de proteina) se evalué mediante una escala heddnica de 7

puntos.

Panelistas y metodologia:
o Participantes: 70 jueces no entrenados.
o Plataforma: Encuestas digitales estandarizadas (Google
Forms), disenadas para evitar sesgos (orden aleatorio de

presentacion de muestras).
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o Variables evaluadas: Aceptabilidad.

Para el analisis estadistico se aplicdé una prueba Tukey para identificar
diferencias significativas (p<0.05) entre las medias de aceptabilidad de
las tres concentraciones de proteina.

7.2.6. Caracterizacion de la formula seleccionada:

7.2.6.1. Bromatoldgico:

Humedad (Método de secado en estufa AOAC 930.15, 2000)

Se colocaron5 g de muestra (bebida de kéfir proteinico previamente
homogenizado) en capsulas de porcelana previamente secadas y
taradas.

El secado se realizo en estufa a 105 + 2°C hasta peso constante (24 h).
Para el calculo se utilizé la siguiente formula:

% Humedad= ((Peso fresco - Peso seco) / Pesos fresco) * 100

Cenizas (Método de cenizas totales AOAC 945.38 980.25)
El residuo seco (de la determinacién de humedad) se calciné en mufla a
550 + 15°C durante 3 h.

Se enfri6 en desecador con silica gel hasta alcanzar temperatura
ambiente.
Para el calculo se utilizé la siguiente formula:

%Cenizas= (Peso cenizas/Peso muestra seca) * 100
Proteina (Método Kjeldahl AOAC 2001.11)

La digestion se llevdé a cabo tomando 1 g de muestra (bebida de kéfir

proteinico previamente homogenizado) con 5 mL H,SO, concentradoy
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0.8 g de catalizador de sales de selenio en bloque digestor (400°C, hasta
solucion verde-clara).
Para la destilacion, la neutralizacion fue llevada a cabo con NaOH 40%,
arrastre de NH, con vapor a H;BO, 2%.
La etapa de titulacion se llevé a cabo con HCL 0.1 N.
Para el calculo se utilizé la siguiente formula:

%Nitrogeno= (mL HCl muestra — mL HCL blanco) * NHCL * 1.4007

Peso de la muestra (g)

%Proteina cruda= %Nitrégeno total * 6.25

Extracto etéreo
2 gde muestra seca (libre de humedad) se colocaron en cartuchos de
celulosa. Con éter de petrdleo se llevd a cabo la destilacion (punto de
ebullicién 40-60°C) durante 4 h (20 ciclos/hora). Durante la evaporacion
el solvente se recuperd en rotavapor, y el residuo graso se secé
a 105°C por 1 h.
Para el calculo se utilizé la siguiente formula:

%Grasa= (Peso grasa/Peso muestra seca) * 100
Fibra cruda

2 g de muestra seca sin desengrasar se homogenizarony pesaron.

Para la digestion acida se anadieron 200 mL de H,SO, 0.255 N a un vaso
de berzellius con la muestra. Suavemente en digestor de reflujo (con
condensador) se hirvio durante 30 min. Filtracidon en caliente a través
de embudo con filtro de vidrio sinterizado. Lavado del residuo con agua

caliente hasta neutralizar (pH ~7 con papel indicador).

Para la digestion alcalina se transfirid el residuo al mismo digestor
con 200 mL de NaOH 0.313 N y se hirvié 30 min bajo reflujo. Se filtro y
lavé nuevamente primeramente con agua caliente (hasta eliminar alcali)

y acetona (10 mL, para remover lipidos residuales). En su crisol
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previamente secado y tarado se agregd la muestra y se seca en estufa a
105°C hasta peso constante (~4 h). El residuo se incineré en mufla a
550°C por 2 hy se enfrio en desecadory peso.
Para el calculo se utilizé la siguiente formula:

%Fibra cruda= (Peso fibra seca — Peso cenizas) * 100

Peso muestra seca
Extracto libre de nitrégeno
Para el calculo del extracto libre de nitrogeno se realizd por diferencia
con las otras determinaciones:
% Carbohidratos =100% - (% PC + % GC + % FC + % C)

Donde:

e % PC: Porcentaje de Proteina Cruda.
e % GC: Porcentaje de Grasa Cruda.
e % FC: Porcentaje de Fibra Cruda.

e 9% C: Porcentaje de Cenizas.

7.2.6.2. Actividad antioxidante:

DPPH (Brand-Williams et al., 1995)
Los antioxidantes donan electrones/hidréogeno al radical DPPHe (color
purpura), reduciéndolo a DPPH-H (incoloro). La disminucién de

absorbancia a 517 nm es proporcional a la actividad antioxidante.

Solucién madre de DPPH:
o Disolver3.94 mgde DPPH en 100 mLde etanol absoluto
(concentracion: 0.1 mM).
o Almacenar en oscuridad a 4°C (estable por 48 h).

Solucioén de trabajo:
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Reaccion:

(e]

Diluir la soluciébn madre con etanol hasta alcanzar

absorbanciade 0.70 £ 0.02 a 517 nm (espectrofotdmetro).

Mezclar50 pLde muestra (o estandar de Trolox/acido
ascorbico) con 2.95 mL de solucién de DPPH.
Incubar 30 min en oscuridad a 25°C.

Medir absorbancia a 517 nm (blanco: etanol + DPPH).

Para calcular el % Inhibicion:

%Inhibicion= (Ablanco - Amuestra) * 100

Ablanco

ABTS (Re et al., 1999)
Generacion del radical ABTSe:

O

Reaccion:

Mezclar7 mM de ABTS (19.2 mg en 5 mL agua) con 2.45
mM de persulfato de potasio (K,S,0g4, 3.3 mg en 5 mL agua).
Incubar 12-16 h en oscuridad a 25°C hasta obtener color
verde-azulado intenso.

Diluir con etanol o buffer fosfato (pH 7.4) hasta absorbancia
de 0.70+0.02 a 734 nm.

Mezclar 50 pL de muestra con 3 mL de ABTSe.
Incubar 6 min en oscuridad a 25°C.
Medir absorbancia a 734 nm (blanco: buffer/etanol + ABTSe).

Para calcular el % Inhibicion:
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%Inh|b|C|én= _(Ab[anco = Amuestra)_ * 100
Ablanco

Polifenoles totales (Método Folin-Ciocalteu)
Los polifenoles totales se cuantificaron mediante el método de Folin-
Ciocalteu, basado en la oxidacién de los grupos fendlicos en medio
alcalino, generando un complejo azul con un maximo de absorcién a 765
nm (Chung et al., 1998). La intensidad de color es proporcional a la
concentracion de polifenoles y se cuantifica en equivalentes de acido
galico (EGA).
Para la preparacion del reactivo Folin-Ciocalteu se mezclaron:
o 100 g de tungstato de sodio (Na,WO,-2H,0).
o 25 gde molibdato de sodio (Na,Mo0QO,-2H,0).
o 100 mL de HCl concentrado (37%).
o 50 mL de acido fosférico (H;PO,, 85%).
o 700 mL de agua destilada.
La mezcla se hirvio a reflujo durante 10 h y se afiadieron 150 g de sulfato
de litio (Li,SO,) para estabilizar el reactivo, obteniendo una solucion de
color amarillo intenso.
Procedimiento experimental
e Curva patron:
o Se prepard una serie de diluciones de acido galico (0-500
mg/L).
o Se mezcld 0.5 mL de cada estandar con 2.5 mL de reactivo
Folin-Ciocalteu (diluido 1:10) y 2 mL de Na,CO, al 20%.
o Se incubd 30 min en oscuridady se midié la absorbancia
a765nm.
e Preparacion de muestras:
o Se homogenizé 1 mL de muestra de kéfir con 5 mL de etanol
al 70% (v/v) y se centrifugd a 4000 rpm por 10 min (centrifuga
Rotina 420).
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o El sobrenadante se filtro (papel Whatman No. 1) y se diluyd
1:5 con agua destilada.
e Reaccidony lectura:
o Se mezcld 0.5 mL del extracto con 2.5 mL de Folin-Ciocalteu
(1:10) y 2 mL de Na,CO, al 20%.
o Tras60 min de incubacion en oscuridad, se midid la
absorbancia a 765 nm.
La concentracion de polifenoles se determind mediante larecta de
calibracion de acido galico (Anexo Il) y se expresé como:
Polifenoles totales (meq AG/L) = C * Factor de dilucion

Volumen de muestra (mL)

Donde:
« C=Concentracion interpolada de la curva (mg/L).

7.2.6.3. Recuento microbiano:

Preparacion de muestras y diluciones
« Homogeneizacion inicial: Se mezclaron 10 mL de cada bebida de
kéfir con 90 mL de agua peptonada al 0.1% estéril (autoclavada a
121°C por 15 min) para obtener la dilucién 107".
o Diluciones seriadas: A partir de esta, se prepararon diluciones
sucesivas (107, 10 y 10™*) en agua peptonada estéril,

manteniendo condiciones asépticas.
Técnica de siembra

« Método: Siembra por esparcimiento en superficie (spread plate):

1. Se depositd 1 mL de cada dilucidon en placas Petri estériles.
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2. La muestra se distribuyd uniformemente sobre la superficie
del agar utilizando un asa de Drigalski estéril (en movimiento
en formade "L").
3. Se dej6 absorber la muestra durante 10 min antes de la
incubacion.
Medios de cultivo e incubacién
« Bacterias Acido Lacticas (BAL):
o Medio: Agar MRS (Man, Rogosa, Sharpe), pH 6.2 £ 0.2.
o Incubacidn: 72 h a 37°C en condiciones de microaerofilia.
o Levaduras:
o Medio: Agar YGC (Yeast Extract Glucose Chloramphenicol)
para inhibir bacterias.
o Incubacién: 72 h a 28°C en aerobiosis.

Para el calculo se utilizé la siguiente ecuacion:

UFC / mL = N°de colonias * Factor de dilucidon

Volumen sembrado (mL)

7.2.6.4. Fisicoquimicos:

La caracterizacion de pH, acidez titulable, °Brix y azucares reductores se
realizd mediante los mismos métodos descritos en la Seccion 6.2.2,
empleando:

« Mismas condiciones instrumentales.

. l|dénticos reactivosy estandares.

« Procedimientos de triplicado.
7.3. ETAPA 2: Fermentacion en jugos de frutas/verduras

Fase 1. Desarrollo de bebidas plant-based
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Para la elaboracién de las bebidas fermentadas, se utilizaron jugos
extraidos directamente de frutas y verduras de tercera categoria
(manzana, mango, zanahoria y naranja), procesados en un extractor de
jugos Oster® (modelo FPSTJE316P). El proceso de extraccion se realizo el
mismo dia de la inoculacion para minimizar la degradacién natural y la

contaminacion microbiana inicial.

Los jugos obtenidos se caracterizaron fisicoquimicamente (como se
detalla en el apartado 7.3.1) para establecer sus propiedades de partida,
las cuales sirvieron como linea base (control) para evaluar el impacto de

la fermentacion.

7.3.1. Caracterizacion de los jugos de frutas/verduras

°Brix.
Elfundamento de este método es la medicién de sdlidos solubles totales
(principalmente azucares) en una solucion, mediante refractometria.
Procedimiento:
o Se calibré el refractometro ajustando a0 °Brixcon agua
destilada.
o La muestra se prepard filtrando la bebida de kéfir para
eliminar sdélidos en suspension.
o La medicion se realizé depositando 2 gotas del filtrado en el
prisma del refractometro.
o Se leyo directamente el valor en °Brix.
Expresion de resultados:
o Sereportd como °Brix a 20°C £ 0.1 (promedio de triplicados).
Azucares reductores (Miller., 1959)
Su fundamento es la reduccidén del reactivo 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
por azucares reductores (ej. glucosa, fructosa), generando un

compuesto rojo-anaranjado cuantificable a 540 nm.
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Reactivos:

(¢]

Para preparar el reactivo se disolvio 1 gde DNS en 50 mL de
agua destilada.

Se afadieron 30 g de tartrato de sodio y potasio en 20 mL de
NaOH 2 M.

Se calentd a 50°C hasta disolucion completa.

Ajuste a 100 mL con agua destilada. Almacenar en ambar.

Se prepararon diluciones seriadas de una solucion estandar

de glucosa (0-10 mg/mL) para la curva de calibracion.

Procedimiento:

(o]

Calculo:

Para la preparacion de la muestra se centrifugd la bebida
(4000 rpm, 10 min) y recuperacion del sobrenadante.
Mezclamos 1 mL de muestra con 1 mL de reactivo DNS en
tubos de ensayo.

Se calento en bano Maria a 90°C por 5 min.

Se anadieron 10 mL de agua destilada.

La absorbancia fue medida a540 nm (espectrofotometro
Thermo Genesys 10).

Blanco: Agua destilada + DNS, tratado igual que las

muestras.

Curva de calibracién: Recta de glucosa (0-10 mg/mL).
Azucares reductores (mg/mL) = Concentracion interpolada x

Factor de dilucion.

7.3.2. Optimizacion:

Los granulos de kéfir, previamente activados segun el protocolo del

punto 7.1.1, se lavaron con agua destilada estéril para eliminar el exceso

de medio de sacarosa y metabolitos residuales. Posteriormente, se

escurrierony se pesaron para su uso.
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Una vez caracterizados los jugos, se estandarizé el proceso de
inoculacion afadiendo un 2% p/v (peso/volumen) de los granulos de kéfir
activos y lavados. Las mezclas se vertieron en recipientes de vidrio
estériles de 250 mL, llenando cada uno hasta 100 mL para proveer
espacio headspace suficiente y evitar derrames por la produccion de
CO,. Los frascos se cubrieron con una doble capa de gasa estéril
asegurada con una banda elastica para permitir el intercambio gaseoso
(evitar la acumulacion de CO,) y prevenir la contaminacion. Las muestras
se mantuvieron en una estufa de incubacion a 28 = 1°C en completa
oscuridad durante los tiempos de fermentacion establecidos: 24, 48y 72

horas.

Cada variante (tipo de jugo x tiempo de fermentacion) se prepard por
triplicado para garantizar la reproducibilidad y permitir un analisis
estadistico. Al finalizar cada intervalo de tiempo, el proceso fermentativo
se detuvo mediante la filtracidon del contenido para retirar los granulos de
kéfir.

7.3.3. Evaluacion sensorial inmediata: Prueba Tukey.

Para evaluar el impacto del tiempo de fermentaciéon en la aceptabilidad
de las bebidas de kéfir elaboradas con jugos de frutas y verduras, se
establecié undisefio experimentaldonde lavariable respuestafue
la aceptabilidad sensorial, medida mediante una escala heddnica de 7
puntos.

Un panel de70 jueces no entrenados participd en la evaluacion,
realizada a través de formularios digitales estandarizados (Google
Forms), donde se presentaron las muestras de forma aleatoria para

evitar sesgos. Cada una de las bebidas —preparadas con jugos de

50




manzana, mango, zanahoria y naranja— fue evaluada en sus tres
tiempos de fermentacion (24, 48 y 72 horas), lo que permitié analizar
como la duracion del proceso afectaba la percepcion del consumidor.

Los datos obtenidos se analizaron mediante una prueba de Tukey (p <
0.05), con el objetivo de identificar diferencias significativas entre los
tratamientos. Este enfoque estadistico no solo permitié comparar la
aceptabilidad entre los distintos jugos, sino también determinar
eltiempo de fermentacion 6ptimo para cada variedad, basado en las

preferencias del panel.

7.3.4. Analisis post-seleccion (mejor sustrato):

7.3.4.1. Fisicoquimicos:

La caracterizacion de pH, acidez titulable, °Brix y azucares reductores se
realizd mediante los mismos métodos descritos en la Seccion 7.2.2,
empleando:

« Mismas condiciones instrumentales.

« Idénticos reactivosy estandares.

« Procedimientos de triplicado.

7.3.4.2. Recuento microbiano.

El recuento microbiano se realiz6 mediante los mismos métodos
descritos en la Seccién 7.2.6.3, empleando:

« Mismas condiciones instrumentales.

« Idénticos reactivosy estandares.

« Procedimientos de triplicado.

Fase 2. Disefo de bebida proteica

7.3.5. Adicion variable del consorcio (2%, 5%, 10%).
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Se utilizaron las bebidas de kéfir que obtuvieron la mayor aceptacion
sensorial en la etapa anterior (definida por el tiempo de fermentacion).
El disefio de las bebidas proteicas se realizd mediante los mismos
meétodos descritos en la Seccion 7.2.4, empleando:

« Mismas condiciones instrumentales.

o Procedimientos de triplicado.

7.3.6. Evaluacion sensorial inmediata: Prueba Tukey.

La evaluacion sensorial de las bebidas proteicas se realizd mediante los
mismos métodos descritos en la Seccion 7.2.5, empleando:
« Mismas condiciones instrumentales.

7.3.7. Caracterizacion de la féormula seleccionada:

7.3.7.1. Bromatoldgico:

El anadlisis bromatolégico de las bebidas proteicas con mayor
aceptabilidad se realizd mediante los mismos métodos descritos en
la Seccion 7.2.6.1, empleando:

« Mismas condiciones instrumentales.

« lIdénticos reactivosy estandares.

« Procedimientos de triplicado.

7.3.7.2. Actividad antioxidante:

El andlisis de la actividad antioxidante de las bebidas proteicas con
mayor aceptabilidad se realizd6 mediante los mismos métodos descritos
en la Seccion 7.2.6.2, empleando:

« Mismas condiciones instrumentales.
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« ldénticos reactivosy estandares.

« Procedimientos de triplicado.

7.3.7.3. Recuento microbiano:

El recuento microbiano se realizd6 mediante los mismos métodos

descritos en la Seccién 7.2.6.3, empleando:

 Mismas condiciones instrumentales.
« ldénticos reactivosy estandares.
» Procedimientos de triplicado.

7.3.7.4. Fisicoquimicos:

La caracterizacion de pH, acidez titulable, °Brix y azucares reductores se
realizd mediante los mismos métodos descritos en la Seccién 7.2.2,
empleando:

« Mismas condiciones instrumentales.
« Idénticos reactivosy estandares.
« Procedimientos de triplicado.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1. Fermentacion acuosa (Etapa 1)

8.1.1. Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica (Fase 1)

e AzUcares residuales.

Se puede observar en la figura 14 que existe un consumo de azucar
constante durante las primeras 24 horas de la fermentacion y se obtiene
un maximo de reduccion de azucar de aproximadamente el 70% el cual
no varia mucho con el tiempo de fermentacion para todas las
concentraciones de inéculo esto se muestra de manera mas clara en la
tabla 3. El contenido de azucar residual del kéfir de agua comercial es
similar al obtenido en nuestros resultados.

110.0
100.0 '\.

90.0 Y

80.0 \

70.0 %,

60.0 %

50.0 "“

"'r,_% Kéfir de agua comercial: 30 g/L

40.0

30.0

Concentracion de azicar residual (g/L)
o~

20.0

10.0

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo de fermentacion (h)
< -0% --m--15.00% ---- 30.00%

Reduccion del volumen de operacion (%)

Figura 14. Concentracion de azucar residual en las bebidas de kéfir
conrvo.
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Tabla 3. Valores de la
bebidas de kéfir con rvo.

concentracion

de azucar residual en las

Reduccion del Oh 24h 48h 72h
volumen de
operacion (%)
0% 102.62 | 31.13=1.05 | 31.090.41 28.05+1.55
15.00% 102.62 30.58 £ 1.41 31.40+0.23 27.16£1.04
30.00% 102.62 30.20+0.63 30.21+0.40 29.01+1.34

e Acideztitulable.

La figura 15 muestra un rapido aumento en la produccion de acido

lactico durante las primeras 24 horas de fermentacion para todos los
porcentajes de rvo.

Después de las 24 horas, la tasa de produccién de acido lactico aumenta
muy poco, con las curvas tendiendo a estabilizarse.

3.0

25

g
o

Kéfir de agua comercial: 2.5 g

Acido Lactico (g)
5

s,
s,
s,
e
.

05 |
'y
0.0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo de fermentacion (h)
ke 0% ool 15% ook 30%

Reduccion del volumen de operacion (%)

Figura 15. Cantidad de acido lactico total por unidad de bioproceso
de las bebidas de kéfir con rvo.
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e pH.

Relacionado con el aumento del porcentaje de acidez, el pH disminuye
(Figura 16) y a las 48 se estabiliza entre 3.5y 3.7. El pH del kéfir con rvo
presenta un pH similar al kéfir de agua comercial que es de 3.7.

8

Kéfir de agua comercial: pH=3.7

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo de fermentacion (h)
.- 0% ...m--- 15% ook 30%

Reduccién del volumen de operacidn (%)

Figura 16. pH de las bebidas de kéfir con rvo.

e Efecto de la reduccion del volumen de operacién sobre el
porcentaje de proteina del kéfir.

En la figura 17 se puede observar el efecto de la reduccion del volumen
de operacion sobre el porcentaje de proteina en el grano de kéfir. El
analisis estadistico mediante la prueba de Tukey (a = 0.05) permitid
establecer tres grupos de significancia. El tratamiento con 30% de rvo y
48 h de fermentacion mostro el valor mas alto, agrupandose de forma
Unica (letra 'a'). La mayoria de los tratamientos a 24 y 48 h se agruparon
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en un conjunto intermedio (letra 'b'), sin diferencias significativas entre
ellos. Finalmente, los tratamientos de 72 h para 0% y 15% de reduccion
formaron un tercer grupo (letra 'c') con los valores mas bajos entre los
tiempos fermentados.

3.5 (b) (b) (b) (b) (b) (a) (c) (c) (b)

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

Porcentaje de proteina (%)

0.5

0.0
24 48 72
0% I 15% -~ 30% Tiempo de fermentacion (h)
Reduccién del volumen de operacién (%)

Figura 17. Efecto de la rvo sobre el porcentaje de proteina en el grano
de kéfir.

Las letras sobre las barras indican grupos de significancia estadistica (p < 0.05). Los tratamientos que
comparten una misma letra no presentan diferencias significativas entre si.

Los resultados demuestran que:

La rvo (hasta 30%) no altera significativamente la dinamica fermentativa
del kéfir, coincidiendo con la estabilidad reportada por Laureys et al.
(2016) en medios con diferentes relaciones C/N.

La proteina residual en granos podria depender mas del tiempo de
fermentacion que de la concentracion del sustrato, como propone
Magalhdes et al. (2011).
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Los resultados de este trabajo revelan que los granos de kéfir de agua
(tibicos) presentaron un contenido proteico significativamente menor
(2.8-2.9%) en comparacion con lo reportado para granos de kéfir de
leche (~34%) por Rosa et al. (2017).

Esta marcada diferencia puede explicarse por la composicion de la
matriz de cultivo dado que los granos de kéfir de leche desarrollan una
estructura proteica mas compleja, incorporando caseinas y proteinas del
suero lacteo en su matriz de polisacaridos (Magalhaes et al., 2011); en
contraste, los granos de kéfir de agua crecen en medios acuosos con
bajo aporte nitrogenado, limitando la sintesis de biomasa microbiana
proteica (Laureys & De Vuyst, 2014).

Las diferencias microbianas también pueden ser una explicacion debido
a que el kéfir de leche alberga comunidades bacterianas
(ej: Lactobacillus kefiranofaciens) con alta capacidad productora de
proteinas asociadas a granulos (Prado et al., 2015). Sin embargo los
granos de kéfir de agua presentan mayor predominio de levaduras
(ej: Saccharomyces) y bacterias acéticas, cuya composicion celular es
menos rica en proteinas (Fiorda et al., 2017).

Encontramos que el 30% de rvo aumentd levemente el contenido
proteico, sugiriendo que la concentracion del medio estimula
modestamente la actividad microbiana. Sin embargo, este incremento
fue significativamente menor al documentado en kéfir lacteo bajo
condiciones similares (Zhou et al.,, 2022), reforzando las limitaciones
nutricionales intrinsecas del medio acuoso.

8.1.2. Seleccion de la mejor variante (evaluacién sensorial).

e Puntuaciones de aceptabilidad por rvo (0%, 15%, 30%) y tiempo
(24-72 h).

Se presenta el grafico de superficie de respuesta en la figura 18, el cual
muestra que, para obtener la maxima aceptabilidad del kéfir,
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deberiamos apuntar a un tiempo de fermentacion de alrededor de 48
horas y una reduccion del volumen de operacion del 30% cuando la
concentracion de azucar se mantiene en 10%.

Conoentracolén de azioar= 10.0% p/V

Aceptabliidad
» o
b o N

»n

£
£
b4

Tiempo de fermentaolén (h) P (%)

Figura 18. Superficie de respuesta de la aceptabilidad del kéfir
con rvo.

Donde la ecuacion para la aceptabilidad fue la siguiente:

Aceptabilidad = -2.645726+0.1656587*Tiempo+2.241763*Reduccion de
volumen de operacion -0.0009114583*Tiempo " 2-
0.0288012*Tiempo*Reduccion de volumen de operacion
Asi mismo el ANOVA del modelo de regresion para la aceptabilidad y su

R%se observan en la figura 19.

Sequential Mean
Source df Sum-Squares Square F-Ratio
Regression 4 66.55325 16.63831 12.92
Linear 2 3591818 17.95909 13.95
Quadratic 1 2205 22.05 17.13
Lin x Lin 1 8.585062 8.585062 6.67
Total Error 355 457.0468 1.287456
Lack of Fit 4 2.646757 0.6616893 0.51
Pure Error 351 4544 1.294587
R?=0.127107

Figura 19. ANOVA del modelo de regresion para la aceptabilidad
del kéfir con rvo.
A continuacion, se discuten los factores que podrian explicar esta
preferencia:

Efecto de la reduccion del volumen de operacion (30%) en la

aceptabilidad
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« Mayor intensidad de sabor: La rvo incrementa la concentracion
relativa de metabolitos (acido lactico, compuestos aromaticos), lo
que podria mejorar el perfil sensorial. Estudios en bebidas
fermentadas similares, como la kombucha, han reportado que una
menor dilucion del medio favorece la produccion de compuestos
volatiles deseables (Chakravorty et al., 2019).

« Balance azucar/acidez: Aunque el 30% de reduccidon no alterd
significativamente el consumo de azucares (Resultados 8.1.1), si
gener6 un perfil mas equilibrado entre dulzor y acidez, evitando la
predominancia de sabores agresivos (ej.: acidez excesiva a 72 h).

Influencia del Tiempo de Fermentacion

« Optimo metabdlico: Las 48 h representan un punto de equilibrio
donde:

o Las bacterias acido lacticas (BAL) han consumido suficientes
azucares para producir acido lactico, pero sin llegar a niveles
de sobre fermentacion (asociada a sabores demasiado
acidos o amargos).

o Las levaduras contribuyen con compuestos aromaticos (ej.:
ésteres) sin producir etanol en exceso, lo que podria ser
rechazado por consumidores (Laureys & De Vuyst, 2014).

« Consistencia con estudios previos: Trabajos en kéfir de agua han
identificado que tiempos intermedios (24-48 h) maximizan la
aceptabilidad, mientras que fermentaciones prolongadas (>72 h)
tienden a ser percibidas como "demasiado acidas" (Fiorda et al.,
2017).

El modelo de superficie de respuesta evidencio que:

o La reduccién del volumen de operacion potencia el efecto del
tiempo de fermentacion: A mayor concentracién del medio (30%
menos agua), las 48 h son suficientes para alcanzar un perfil
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sensorial 6ptimo, mientras que en medios diluidos (0% reduccion)

se requiere mas tiempo para lograr intensidad de sabor.

« Estabilidad microbiana: A las 48 h, la comunidad microbiana

(BAL/levaduras) alcanza una composicion estable, lo que coincide

con la menor variabilidad en las puntuaciones heddnicas para este

tratamiento.

8.1.3. Bebida proteica optimizada (Fase 2)

e Aceptabilidad del kéfir proteinico con rvo.

La figura 20 muestra por la prueba Tukey que existe diferencia

significativa en entre el kéfir con 2.5% de proteina mas no entre los que

contienen 3.5% y 5% de proteina.

Figura 20. Aceptabilidad del kéfir proteinico 30% rvo, con 48 h de

Aceptabilidad

7 (a)

w ~ v o

(b)

2.5

Analisis bromatoldgico en el

aceptabilidad.

3.5
Proteina (%)

fermentacion.

kefir

proteinico de mayor

El analisis bromatoldgico (Tabla 4) mostré diferencias significativas entre

el kéfir de agua controly el kéfir con reduccion del 30% en volumen de

agua (fermentado 48 h) con proteina. La muestra con rvo presenté
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contenido de proteina significativamente mayor al kéfir de agua
control. (2.626% vs. 0.175% en el control).

Tabla 4. Cuadro comparativo del analisis bromatolégico en el kéfir
proteinico de mayor aceptabilidad.

PRUEBA Humedad (%) Cenizas (%) Proteinas (%) Extracto Fibra cruda Extracto libre
etéreo (%) (%) de nitrégeno
(%)
KEFIR DE 96.562+0.164 ° 0.151+0.031 0.175+0.000° 0.022£0.020° 0.044£0.029° 3.047£0.165°
AGUA
CONTROL
KEFIR CON 93.022+0.142° 0.160+0.055 % 2.626+0.000 % 0.133+0.064 * 0.322+0.127® 3.701+0.074
30% RVO
(48 h)

Letras diferentes (*°) dentro de una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05)

e Analisis en el kéfir

aceptabilidad.

fisico-quimico proteinico de mayor

Como se observa en la tabla 5, el azucar residual entre ambas muestras
es similar (~2.6-2.8 g/100 mL).
detectados solo en el kéfir con rvo (0.002 g/100 mL).

Los azucares reductores fueron

El pH Yy la acidez titulable se mantuvieron similares.

Tabla 5. Cuadro comparativo de las propiedades fisicoquimicas en el
kéfir proteinico de mayor aceptabilidad.

KEFIR CON 30% RVO
(48 h)

KEFIR DE
CONTROL

PRUEBA AGUA

Azucar residual (g/ 100 mL) 2.8273+0.344 2.5979+1.155

Azlcares reductores SP 0.002+0.000
(g/100 mL)

cP 0.002+0.000 0.002+0.000
pH 3.687+0.012 3.307+0.012
Acidez titulable (% en meq de acido 2.886+0.045 2.883+0.016

lactico)

SP: Sin adiciéon de proteina | CP: Con adicién de proteina al 2.5%.
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e Recuento microbiano en el kéfir proteinico de mayor

aceptabilidad.

Tabla 6. Cuadro comparativo de la actividad microbiana en el kéfir
proteinico de mayor aceptabilidad.

PRUEBA Levaduras BAL

KEFIR DE AGUA CONTROL 9.9x10%+35.3 1.42x10°+43.5

SP | KEFIR CON 30% RVO (48 h) | 1.3x10°5.4 9.4x10°+12.8

CP 8.57x10°%+7.1 1.20x107£15.5

SP: Sin adiciéon de proteina | CP: Con adicién de proteina al 2.5%.
BAL: Bacterias Acido Lacticas.
Los valores representan el recuento microbiano (UFC/mL) = desviacion estandar.

e Actividad antioxidante en el kéfir proteinico de mayor
aceptabilidad.

Tabla 7. Cuadro comparativo de la actividad antioxidante en el kéfir
proteinico de mayor aceptabilidad.

PRUEBA

Polifenoles totales (meq
ac galico/L)

Inhibicién del radical
DPPH (%)

Inhibicién del radical
ABTS (%)

KEFIR DE AGUA CONTROL

8.753+3.946 °

54.846+2.443°

29.5686+2.574°

SP | KEFIR REDUCIDO 30% EN AGUA

cP (48 h)

23.353+0.462 °

73.209+3.293 °

24.28+15.401 °

25.153+0.306 ®

74.112+4.484°

24.202+6.323°

SP: Sin adiciéon de proteina | CP: Con adicién de proteina al 2.5%.
Letras diferentes (**®<) dentro de una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p <

0.05).

El kéfir con rvo mostré un aumento en polifenoles totales (23.353-25.153
meqg AG/L) frente al control (8.753 meq AG/L).

Mayor inhibicidon en el kéfir con rvo en cuanto a inhibicién del radical
DPPH (73.209-74.112% vs. 54.846% en el control).

Sin diferencias significativas en cuanto a inhibicién del radical ABTS entre
muestras (Tabla 7).
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Los resultados demostraron que la maxima aceptabilidad se obtuvo en el
kéfir con 2.5% de proteina afiadida, sin diferencias significativas entre las
concentraciones de 3.5% y 5%. Este hallazgo coincide con estudios
previos que sefalan que niveles moderados de proteina (2-3%)
optimizan la percepcién sensorial en bebidas fermentadas, mientras que
concentraciones mas altas pueden generar sabores residuales amargos
o texturas gelatinosas (Wrdblewska et al., 2019). La preferencia por el
2.5% sugiere un equilibrio entre el enriquecimiento nutricional y la
palatabilidad, similar a lo reportado en yogures proteicos (Gomez-
Mascaraque et al., 2020).

El kéfir reducido en un30% del volumen de operaciéon mostro
un aumento significativo en proteina (2.626% vs. 0.175%), lo que podria
atribuirse a:

« Mayor concentracion de metabolitos microbianos: La menor
dilucion del medio favorece la acumulacion de biomasa vy
exopolisacaridos producidos por los granos de kéfir (Rimada et al.,
2006).

« Efecto de la proteina anadida: La incorporacion de proteina externa
(ej.: hidrolizados) en un medio concentrado potencia su retencion
en la matriz final, como se observa en bebidas vegetales
fermentadas (Zannini et al., 2018).

Sin embargo, el contenido de fibra cruda (0.882%) y extracto etéreo
(0.406%) también aumentd, indicando que la reduccién del volumen de
operacion intensifica la extraccion de componentes estructurales de los
granos, fendmeno documentado en kéfir de leche bajo condiciones
similares (Magalhaes et al., 2011).

Elincremento en polifenoles totales y capacidad antioxidante (DPPH:
134%) en el kéfir con reducciéon del volumen de operacion respalda
hallazgos previos sobre la correlacion entre concentracion del medio y
produccién de compuestos bioactivos:
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o Polifenoles: La menor dilucion favorece la liberacion de fenoles
ligados a la matriz de los granos, proceso observado en kéfir de
frutas (Prado et al., 2015).

« DPPH: La mayor inhibicion podria relacionarse con la acumulacion
de péptidos bioactivos generados durante la fermentacion proteica
(Zhou et al., 2022).

8.2. Fermentacion en jugos de frutas/verduras (Etapa 2)

8.2.1. Caracterizacion de los jugos de frutas/verduras (Fase 1)

e °Brix.

Los valores reflejados en la figura 21 indican las diferencias naturales en
el contenido de azucares y otros compuestos solubles entre las materias
primas.

14.0
12.0
10.0
8.0
6.0
4.0
2.0
0.0

° Brix

Manzana Mango Naranja Zanahoria
Jugos de fruta
Figura 21. Concentracion de sdlidos solubles en los jugos de fruta.

e Azlcares reductores.

En cuanto a la concentracion de azucares reductores (g/100 mL) la pulpa
de mango obtuvo el valor mas alto y la zanahoria el mas bajo (Figura 22).
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Jugos de fruta

Figura 22. Concentracion de azucares reductores en los jugos de
fruta.

8.2.2. Seleccion de sustrato 6ptimo (evaluacion sensorial)

e Aceptabilidad del kéfir de jugos de fruta no proteinicos.

Los resultados de la evaluacion sensorial (Figuras 23-26), analizados
mediante prueba de Tukey (p < 0.05), revelaron diferencias significativas
en la aceptabilidad entre los tiempos de fermentacion (24, 48y 72 h) para
la mayoria de los jugos evaluados.

En el Kéfir de manzana, mango y naranja se observaron diferencias
significativas entre las medias de los tres tiempos de fermentacion,
siendo las muestras de 24 h las mejor puntuadas.

En cuanto al Kéfir de zanahoria no se detectaron diferencias
significativas entre las muestras fermentadas por 24 h y 48 h, aunque si
hubo un descenso notable en la aceptabilidad alas 72 h.

Para homogenizar el proceso y priorizar la mayor aceptabilidad sensorial,
se seleccion6 el tiempo de 24 h de fermentacion para todas las
variedades de keéfir de jugos.

66




8 (a) (b) (c)

i

Tiempo de fermentacion (h)

Aceptabilidad
=

24

Figura 23. Aceptabilidad del kéfir de jugo de manzana no
proteinico con respecto al tiempo.
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Figura 24. Aceptabilidad del kéfir de jugo de mango no
proteinico con respecto al tiempo.
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Figura 25. Aceptabilidad del kéfir de jugo de zanahoria no
proteinico con respecto al tiempo.
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Figura 26. Aceptabilidad del kéfir de jugo de naranja no
proteinico con respecto al tiempo.

Como se puede observar, la aceptabilidad fue mucho menor en las
bebidas de kéfir de jugos de naranjay zanahoria.

Los resultados revelan una clara relacion entre el perfil de azucares
naturalesde los jugos (grados Brix y azucares reductores) vy
la aceptabilidad sensorialde los kéfires fermentados. Esta influencia
puede explicarse mediante tres factores clave:

e Concentracion de azucares y balance sensorial

Fermentaciones equilibradas en kéfires de manzana y mango, donde los
azucares residuales mitigaron la acidez excesiva, favoreciendo la
aceptabilidad. Esto coincide con estudios en kéfir de frutas, donde
contenidos de 12-15°Brix optimizan el perfil dulzor/acidez (Prado et al.,
2015).

A pesar del alto contenido en °Brix del jugo de naranja, la baja
aceptabilidad sugiere que los azucares naturales (principalmente
sacarosa) no compensaron la acidez intrinseca del jugo, que se
intensifico con la fermentacion (pH final: ~3.2).

La menor cantidad de azucares en el jugo de zanahoria llevd a una
fermentacion menos activa, con sabores terrosos predominantes y
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menor produccion de compuestos aromaticos, lo que podria explicar su
baja puntuacion.

e Tipode azucaresy dinamica fermentativa

Los azucares facilmente fermentables (glucosa, fructosa) en mango
aceleraron la produccion de acido lactico y aromas deseables (notas
tropicales), como reportan Laureys & De Vuyst (2014) en medios ricos en
fructosa.

En el kéfir de jugo de zanahoria, la baja concentracion de azucares
reductores limité la actividad microbiana, resultando en sabores
"apagados". El kéfir de jugo de mango, rico en fructosa, favorecio rutas
metabodlicas que producen aromas frutales (acetato de isoamilo),
vinculados a mayor aceptacioén (Zhou et al., 2022).

e Interaccion con el tiempo de fermentacion

La corta fermentacion (24 h) preservo los azucares residuales para
balance sensorial, evitando la sobreproduccion de acido. La
prolongaciéon de la fermentacion agotd los ya escasos azucares,
acentuando sabores acidos/amargos (Gulitz et al., 2011).

8.2.3. Andlisis comparativos post-seleccién

e Azlcaresresiduales.

Los kéfires de mango y manzana (Figura 27) mostraron los mayores
niveles de azucares residuales (~3.5-4.0 g/100 mL), indicando una
fermentacion parcial debido a su alto contenido inicial de azucares
(16°Brix y 10°Brix, respectivamente).
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Figura 27. Concentracion de azucar residual en las bebidas de kéfir
de jugos de frutas / verduras.

e Acideztitulable.

Contrario a lo esperado, la acidez titulable (Figura 28), expresada
como porcentaje de acido lactico, fue menor en el kéfir de zanahoria
en comparacion con las otras muestras. En cambio, los kéfires de
mango y naranja, con una mayor acidez titulable, presentan un perfil
dominado por acido lactico.
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Figura 28. Acidez titulable en las bebidas de
kéfir de jugos de frutas / verduras.
e pH.

El kéfir con base en jugo de zanahoria fue percibido por los panelistas
como el de sabor mas acido y amargo durante la evaluacion sensorial, a
pesar de que las mediciones instrumentales mostraron que presentaba
el pH mas alto (~4.6) entre las muestras (Figura 29). Por el contrario, los
kéfires de mango y manzana, con un pH mas bajo (entre 3.6-3.8), fueron
considerados como los de acidez equilibrada y de mayor aceptabilidad.
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Figura 29. pH de las bebidas de kéfir de jugos de frutas / verduras.
Los patrones observados confirman que:

El perfil de azucares naturales determina la cinética fermentativa, es
decir, medios ricos en fructosa/glucosa (mango) favorecen
fermentaciones balanceadas (Laureys et al.,, 2016). Bajos °Brix
(zanahoria) conducen a fermentaciones rapidas y sobreexpresion de
acidez (Rosa et al., 2017).

Los sabores acéticos en zanahoria sugieren predominio de Acetobacter,
comun en medios con limitacion de azucares (Fiorda et al., 2017). Los
jugos con 10-15°Brix (mango/manzana) son Optimos para kéfir
equilibrado.

8.2.4. Bebida proteica optimizada (Fase 2)
e Aceptabilidad del kéfir de jugos de fruta proteinicos.

Para las figuras de aceptabilidad de kéfir proteinico en los jugos de
frutas/verduras (Figuras 30-33), se observa que esta disminuyd al
aumentar la proteina (5%). Las bebidas de manzana y mango mostraron
mayor aceptabilidad que naranja y zanahoria en todos los niveles. Letras
distintas (a, b, c) indican diferencias significativas (p < 0.05, prueba
Tukey).
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Figura 31. Aceptabilidad del kéfir proteinico de jugo de mango.
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Figura 32. Aceptabilidad del kéfir proteinico de jugo de zanahoria.
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Figura 33. Aceptabilidad del kéfir proteinico de jugo de naranja.

e Analisis bromatolégico en los kéfires proteinicos de mayor
aceptabilidad.

Se puede observar en la tabla 8 que el porcentaje de proteinas es
significativamente mayor en los kéfires de jugos de frutas/verduras,
adicionados con consorcio microbiano (~2.5%) que en el kéfir control
(~0.175%). En los kéfires de jugos de frutas/verduras, adicionados con
consorcio microbiano también se puede observar una mayor
concentracion de nutrientes. El kéfir de mango es el mas destacado en
términos de composicion global.

Tabla 8. Cuadro comparativo del analisis bromatolégico en los
kéfires de jugos de frutas / verduras, proteinicos de mayor

aceptabilidad.

PRUEBA

Humedad (%)

Cenizas (%)

Proteinas (%)

Extracto
etéreo (%)

Fibra cruda
(%)

Extracto libre de
nitrégeno (%)

KEFIR DE AGUA
CONTROL

96.562+0.164 *

0.151£0.031°

0.175+0.000°

0.022+0.020°

0.044+0.029°

3.047+0.165°

KEFIR DE JUGO DE
MANZANA (24 h)

91.700+0.284 °

0.258+0.196 >°

2.451%0.202°

0.684+0.061°

1.321+0.183°

3.751£0.153°

KEFIR DE JUGO DE
MANGO (24 h)

82.313+0.221¢

0.477%0.261°

3.035+0.101°

0.532+0.032°

1.329+0.026 °

12.313+0.031 °

KEFIR DE JUGO DE
ZANAHORIA (24 h)

93.806+0.384 °

0.670+0.059°

2.393+0.202°

0.442+0.037 °

0.322£0.116°

2.367£0.223¢

KEFIR DE JUGO DE
NARANJA (24 h)

94.602+0.306°

0.220+0.060 ™ °

2.335x0.101°

0.501£0.042 >°

0.657+0.183"

1.685+0.597 ¢

Valor F

2845.2

4.8

471.5

97.3

76.4

1082.5

Valor P

<0.001

0.019

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

Letras diferentes (> %9) dentro de una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p <
0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey. Los valores representan la media + desviacion estandar.
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e Analisis fisico-quimico en los kéfires proteinicos de mayor
aceptabilidad.

Como se muestra en la tabla 9, el kéfir de mango (24 h) tiene la mayor
concentracion de azucar residual (11.193 g/100 mL), pero baja acidez
(0.967%) comparado con el control.

Todos los kéfires con proteina mostraron pH menos acido (3.797-4.610)
vs. control (3.687), excepto mango (3.797).

La acidez disminuyd drasticamente en los kéfires con proteina,
especialmente en manzanay zanahoria.

Tabla 9. Cuadro comparativo del analisis fisicoquimico en los kéfires
de jugos de frutas / verduras, proteinicos de mayor aceptabilidad.

PRUEBA ﬁgﬂi DE KEFIR DE JUGO DE | KEFIR DE JUGO DE EEEFz'iNDfﬁléﬁﬁ KEFIR DE JUGO DE
CONTROL | MANZANA (24h) | MANGO  (24h) | s NARANJA (24 h)
Aziicar residual (/100 mL) | 2.827+0.344 | 3.970+1.007 11.193+0.65 2.719+0.239 1.597+0.308
Jugos de
] P, 0.015+0.001 0.010+0.001 0.008+0.001 0.011£0.000
reductorss | Kafiras sam | 0-00220.000
etires co 0.005+0.000 0.0030.001 0.002+0.001 0.004+0.001
proteina
pH 3.687+0.012 | 4.313+0.006 3.797+0.025 4.610£0.000 | 4.063+0.012
. .
Acideztitulable (%oenmeqde | , oo0. 6 045 | 0.375£0.005 0.967+0.023 0.375+0.010 0.607+0.014
acido lactico)

e Recuento microbiano en el kéfir proteinico de mayor aceptabilidad.

El kéfir de agua control presenté recuentos bajos tanto de levaduras
(9.9x10* UFC/mL) como de bacterias acido lacticas (BAL, 1.42x10°
UFC/mL). En contraste, los kéfires elaborados con jugos de
frutas/verduras mostraron diferencias significativas segun el sustratoy la
adicion de proteina (Tabla 10).
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Tabla 10. Cuadro comparativo del recuento microbiano en los kéfires

de jugos de frutas / verduras, proteinicos de mayor aceptabilidad.

PRUEBA Levaduras (UFC/mL) | BAL (UFC/mL)
KEFIR DE AGUA CONTROL 9.9x10%+35.3 1.42x10°+43.5
SP KEFIR PROTEINICO DE 0.52*10°+16.5 9.04*10%+5.56
Ccp MANZANA 6.6x10°11.8 7.97x10°+24.2
SP KEFIR PROTEINICO DE 4.38*10°6.1 7.5*10°+16.8
CP MANGO 1.62x107£16.2 1.91x107+6.4
SP KEFIR PROTEINICO DE 9.2*10%+21.4 8.52%10°23.5
CP ZANAHORIA 1.23x107+42.1 1.23x107£36.1
SP KEFIR PROTEINICO DE 0.18*10°+8.3 9.5*10%+11.4
CP NARANJA 8.9x10%+26.3 2.02x107+16.8

SP: Sin adicién de proteina. CP: Con adicién de proteina al 2.5%.
BAL: Bacterias Acido Lacticas.
Los valores representan el recuento microbiano (UFC/mL) = desviacion estandar.

Por ejemplo, en los kéfires sin proteina (SP) manzana obtuvo un recuento
moderado de levaduras (0.52x10° UFC/mL) y bajo en BAL (9.04x10*
UFC/mL).

En la mayoria de los casos, la adicion de proteina (CP) incremento
significativamente los recuentos microbianos, particularmente para BAL.

e Actividad antioxidante en los kéfires proteinicos de mayor
aceptabilidad.

El kéfir de mango presentd los valores mas altos de polifenoles totales,
tanto en SP (45.953 *+ 8.401 meq AG/L) como en CP (56.620 = 5.048 meq
AG/L), mostrando un incremento del 23% con la adicidon de proteina. El
kéfir de naranja presento los valores mas bajos (15.020 = 6.245 meq AG/L
en CP), aunque superando al control (8.753 + 3.946 meq AG/L) (Tabla 11).

En cuanto a la inhibicion del radical DPPH todos los kéfires superaron al
control.

El patron fue diferente para la inhibicion del radical ABTS, con el control
mostrando valores relativamente altos (29.586 + 2.574%)).
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Tabla 11. Cuadro comparativo de actividad antioxidante en los kéfires
de jugos de frutas / verduras, proteinicos de mayor aceptabilidad.

PRUEBA Polifenoles totales (meq ac Inhibiciéon del radical Inhibicién del radical
galico/L) DPPH (%) ABTS (%)
KEFIR DE AGUA CONTROL 8.753+3.946 ¢ 54.846+2.443 ¢ 29.586+2.574°
SP | KEFIR DEJUGO DE 19.48+3.034 ¢ 59.302+3.243 ¢ 18.056+4.074°
MANZANA (24 h)
CP 23.087+1.528° 61.770+4.588 ¢ 22.058+2.809 "¢
SP | KEFIR DE JUGO DE MANGO 45.953+8.401° 66.105+1.089 ° 16.484+3.310 °
24h
CP ( ) 56.620+5.048 ° 66.767+2.733° 15.960+2.600 °
SP | KEFIR DEJUGO DE 29.487+12.05° 60.084+3.986 ° 27.680+1.733°
ZANAHORIA (24 h)
CP 30.287+18.61° 59.422+3.029 © 26.727+4.165 %P
SP | KEFIRDEJUGO DE NARANJA | 13.687+6.929 %° 80.795+2.835° 19.009+2.518 °
24h
CP ( ) 15.020+6.245 %° 81.156+2.711° 24.202+4.544 2:°

SP: Sin adiciéon de proteina. CP: Con adicién de proteina al 2.5%.
Letras diferentes (> %¢) dentro de una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas.

Los resultados demuestran que los kéfires elaborados con jugos de
frutas/verduras (incluso de "tercera categoria") presentan ventajas
nutricionales y microbianas significativas frente al kéfir de agua
tradicional, respaldando su potencial en modelos de economia circular:

El kéfir de mango (CP) mostré el mayor contenido de proteinas (3.035%) y
azucar residual (11.193 g/100 mL), indicando que los azucares naturales
de frutas imperfectas son sustratos

(mango) ideales para la

fermentacion. Esto coincide con Sabokbar et al. (2015), quienes
reportaron que kéfires de frutas tropicales aprovechan eficientemente
carbohidratos complejos, incluso en frutas descartadas por estandares

comerciales.

La reduccion de azucares reductores en kéfires CP sugiere una alta
actividad microbiana, similar a lo observado por Fiorda et al. (2017) en
kéfires de frutas no comerciales.

El uso de frutas/verduras de "tercera categoria" (mango, manzana,
zanahoria) no solo reduce desperdicios, sino que mejora el perfil
nutricional del kéfir dando aporte de fibra (Kéfires de manzana y mango
superaron al control 1.321-1.329% vs. 0.044%), clave para productos
funcionales (Prado et al., 2015).
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El alto contenido de cenizas en zanahoria CP (0.670%) refleja retencion
de minerales, aprovechando vegetales no aptos para mercado fresco
(Kwaw et al., 2018).

La adicion de proteina (CP) alter6 la dinamica microbiana, con
diferencias notables entre sustratos. Por ejemplo, el kéfir de manzana CP
mostré 7.97x10° UFC/mL de BAL (vs. 9.04x10* en SP), coincidiendo con
Leite et al. (2013), quienes atribuyen este efecto al enriquecimiento con
nitrégeno (proteina), que favorece Lactobacillus spp. En contraste,
mango SP mantuvo altas levaduras (4.38x10° UFC/mL), tipico de
sustratos ricos en fructosa (Gulitz et al., 2011).

La inhibiciéon de radicales libres varié6 segun el sustrato y el método
(DPPH vs. ABTS), relacionado con cambios en el consorcio microbiano y
composicion quimica.

En el kéfir de mango CP se presenté un contenido de polifenoles (56.620
meq AG/L) pero baja inhibicion ABTS (15.960%). Esto podria deberse a la
degradacion de antocianinas por levaduras durante fermentacion
(Rodriguez et al., 2018), ademas de la especificidad del método ABTS, ya
que es menos sensible a polifenoles no flavonoides abundantes en
mango (Prior et al., 2005).

Alta inhibicion DPPH en el kéfir de naranja (81.156%) pero intermedia en
ABTS (24.202%). Estudios como Wang et al. (2020) explican que los
citricos contienen flavonoides (ej.: hesperidina) mas efectivos contra
DPPH.

En general, los kéfires CP mostraron mayor actividad antioxidante (ej.:
manzana CP: 61.770% DPPH vs. SP: 59.302%), apoyando que la proteina
preserva compuestos bioactivos durante la fermentaciéon (Kwaw et al.,
2018).

8.3. Limitaciones
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8.3.1. Kéfir con Reduccidén del volumen de operacion

Textura y aceptacion: Aunque el 30% de reduccidon mostré mejores
resultados, podria requerir ajustes de viscosidad para mercados
acostumbrados a productos mas liquidos (Kwaw et al., 2018).

Estabilidad microbiana: Medios concentrados podrian acelerar la
acidificacion, limitando la vida util (Gulitz et al., 2011).

8.3.2. Kéfires de Frutas/Verduras

Variabilidad en sustratos: Diferencias en madurez o calidad de frutas
descartadas (ej: acidez en naranja: pH 4.063 vs. zanahoria: pH 4.610)
afectan la reproducibilidad (Prado et al., 2015).

Regulacion: Falta de normativas claras para kéfires no lacteos con
residuos agricolas (Rodriguez et al., 2018).
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9. CONCLUSIONES

El presente trabajo tuvo como objetivo general proponer una tecnologia
sustentable para la elaboracion de kéfir de agua "plant based", que
pueda incorporarse en una dieta saludable y sostenible. Para ello, se
plantearon dos objetivos especificos: optimizar la concentracion del
consorcio microbiano para obtener un kéfir de agua rico en proteinas,
con caracteristicas sensoriales aceptables y menor huella hidrica, y
proponer una tecnologia de elaboracidon a partir de jugos de frutas y
verduras de tercera categoria, libre de aditivos y azucares anadidos.

La hipotesis de trabajo sostenia que es posible obtener un producto de
kéfir de agua rico en proteinas mediante un proceso sustentable, con
caracteristicas sensoriales aceptables, aplicando principios de
descarbonizacion y reduccion de la huella hidrica. Los resultados
obtenidos validan esta hipdtesis, demostrando que el kéfir de agua
puede ser una alternativa nutricionaly ecolégicamente viable.

A continuacién, se presentan las conclusiones organizadas segun los
dos enfoques principales del estudio: kéfir de agua con reduccion hidrica
y kéfir de jugos de frutas y verduras.

Conclusiones sobre kéfir de agua con reduccion hidrica

e La bebida con mayor aceptabilidad sensorial fue la elaborada con
30% de reduccion del volumen de operacion y 48 h de
fermentacion, utilizando granos de kéfir humedo en cantidad
suficiente para aportar un 2.5% p/V de proteina de buena calidad.

e Se logré obtener un kéfir de agua rico en proteina, con
caracteristicas organolépticas adecuadas y una reduccién en el
consumo de agua (rvo) del proceso.

e La incorporacion del consorcio microbiano molido incrementd
notablemente el contenido proteico de las bebidas fermentadas,
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superando ampliamente los valores de las bebidas sin este
tratamiento (que presentaban menos del 0.5% de proteina).

Conclusiones sobre kéfir de jugos de frutas y verduras

e El proceso de produccion de kéfir a partir de jugos de frutas y
verduras de tercera categoria demostré ser una alternativa
sustentable, ya que aprovecha recursos que, de otro modo, serian
desechados.

e Las bebidas de kéfir de jugos de fruta mostraron un mayor
contenido de polifenoles y una mayor capacidad antioxidante
(DPPH) en comparacion con el kéfir de agua comercial.

e La fermentacidén redujo significativamente la concentracién de
azucares reductores en todos los jugos utilizados, disminuyendo el
contenido caldrico del producto final y alineandose con el
desarrollo de bebidas mas saludables.

En conjunto, los resultados confirman que es factible producir un kéfir de
agua de alta calidad proteica, sensorialmente aceptable y elaborado
bajo principios de sostenibilidad, tanto mediante la reduccién del
volumen de agua de operacion como mediante el aprovechamiento de
jugos de frutas y verduras de descarte. Este trabajo sienta las bases para
futuras investigaciones en el desarrollo de alimentos fermentados
nutritivos, saludables y ambientalmente responsables.
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ANEXOS

Anexo | Curva patron de glucosa para cuantificacion de azucares totales
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20 0.112
40 0.315
60 0.563
80 0.782
100 0.965

y=0.0109x - 0.1044
R*=0.9977
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Anexo Il Curva patron para cuantificacion de polifenoles totales

Muestra Blanco
Muestra 250 yL -
Agua 4.4mL | 4.650mL
destilada
Reactivo 100 pL 100 pL
Follin
Na2CO3 250 uL 250 pL
concentrado

mg equivalentes de acido galico/L vs absorbancia

a. galico absorbancia
(mg/L)
25 0.128666667
50 0.275
100 0.516
150 0.755
200 1.01
y = 0.005x + 0.0149

R%=0.9994
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Anexo lll Grafica de contorno para la aceptabilidad del kéfir reducido en

agua
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Produccién sustentable de
kéfir de agua. En la Ciudad de México, se presentaron a las 14:00 horas
del dia 13 del mes de noviembre del afno 2025 en la Unidad
Iztapalapa de 1z Universidad Autdénoma Metropolitana, los
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