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CONDICIONES DE FERMENTACION
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El objetivo de este trabajo fue estandarizar las condicio-
nes de fermentacion para la elaboracion de kéfir, dado
que el fermento tiene una composicion compleja y
variable. Se prepard kéfir a partir de un indculo fresco
usando leche UAT (UHT) comercial, parcialmente des-
cremada (tenor graso 1,5%). Se sembré el indculo en
frascos individuales con 10 ml de leche para mantener
constante la proporcion de indculo a lo largo del tiem-
po. Se realizaron diferentes tratamientos, considerando
como variables la temperatura de incubacion (25, 30 y
35°C) y la cantidad de fermento (10 y 20% m/m de
indculo). La incubacion se realizé durante 24 horasy la
fermentacion se inhibio enfriando a las muestras a 8°C.
El proceso de fermentacion fue monitoreado a la hora 1,
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2,3,4,6,8,10, 12 y 24. A cada tiempo se midi¢ el pH
y la acidez del kéfir. Los resultados mostraron una
dependencia de estos pardmetros con las condiciones
de la fermentacion. Se realizd un ensayo estadistico
multivariado de las variables temperatura, tiempo y por-
centaje de indculo para encontrar las condiciones 6pti-
mas para la fermentacion. Si bien estas condiciones
son similares a las encontradas en la bibliografia, son
intrinsecas de este sistema en particular.

Palabras clave: kefir, produccion, parametros, analisis
multivariado.

INTRODUCCION

El kéfir es una leche fermentada que contiene aproxima-
damente un 1% de acido lactico y entre un 0,3-1% de
etanol, que se obtiene mediante la accion de un fermen-
to constituido por granos que son estructuras macros-
copicas compuestas de proteina y un polisacaridos
denominado kefiran y una compleja microbiota repre-
sentada principalmente por lactobacilos y lactococos,
levaduras y bacterias fermentadoras de acido acético
que coexisten en una asociacion simbidtica (Garrote,
Abraham & De Antoni, 2010; Hamet, Piermaria &
Abraham, 2015).

Dado que el consumo de este producto no esta
difundido en los paises occidentales, no existe produc-
cion a escala industrial o semi-industrial.
Consecuentemente, no existen condiciones de elabora-



cion que podrian tomarse como estdndares o bien
como un marco referencial.

Uno de los motivos por lo que es dificil estandari-
zar la produccidn es por la variabilidad de la composicion y
las caracteristicas de los granos de kéfir, cosa que no suce-
de en otros paises, por ejemplo del Este de Europa, donde
si hay produccion industrial y se trabaja con fermento liofi-
lizado. Por ello, es de gran interés estudiar el comporta-
miento de un determinado fermento durante la fermenta-
cién y asi conocer parametros de proceso que podrian ser
considerados como 6ptimos para dicho fermento. En la
Argentina no es facil conseguir los granos, por lo cual se
establecen cadenas de donantes y receptores del material
para la elaboracion hogarefia y consumo propio. Esto hace
que los productos elaborados y consumidos tengan carac-
teristicas diferentes en funcion fundamentalmente del nivel
de acidez y la textura del producto, puesto que obviamente
el proceso no ocurre en condiciones controladas.

Desde el Laboratorio de Bacterias Lacticas de
la Universidad Nacional de Lujan se nos provey6 de un
fermento de origen mixto. A fin de poder estandarizar la
metodologia de elaboracion y establecer los parame-
tros Optimos para elaborar un producto que responda a
los requisitos de la normativa vigente, se realizd un
estudio exploratorio para optimizar, a través de un ana-

lisis estadistico multivariado, las condiciones de tempe-
ratura, tiempo y cantidad de in6culo para obtener un
producto de calidad constante.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Para la elaboracion de la leche fermentada se utilizo leche
UAT (UHT) comercial, parcialmente descremada (tenor
graso 1,5%). Los granulos de kéfir, de morfologia cuasi
esférica y tamafio medio, fueron provistos como fermen-
to fresco por un miembro del Laboratorio de Bacterias
Lacticas de la Universidad Nacional de Lujan. La incuba-
cion se realizé en estufa Drier Box marca Peet Lab, mode-
lo DHG 9053 Ay para frenar la fermentacion se utilizé un
refrigerador convencional marca Peabody.

Conservacion y acondicionamiento

de los granulos de kéfir

El fermento utilizado en este trabajo fue provisto fresco,
conservado en leche a temperatura de refrigeracion y
se lo conservd en similares condiciones con renovacio-
nes frecuentes de la leche. Se trata de un cultivo mixto,
compuesto originalmente de granulos de diferente pro-
cedencia. Previo a cada elaboracion se procedio a acti-
var el fermento incubando a 25°C durante 24 horas.
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Elaboracidn del kéfir

Se elabor0 la leche fermentada a escala de laboratorio,
inoculando los granulos en la leche comercial. Se sem-
bro el indculo en frascos individuales con 10 ml de
leche, lo cual permiti6 mantener constante la propor-
cion de indculo a lo largo del tiempo. Se realizaron dife-
rentes tratamientos considerando como variables la
temperatura de incubacion (25, 30 y 35°C) y la cantidad
de fermento (10 y 20 % m/m de in6culo). En todas las
instancias se trabajo con duplicados. La incubacion se
realizo durante 24 horas y la fermentacion se inhibid
enfriando a las muestras a 8°C. El proceso de fermenta-
cion fue monitoreado ala hora 1,2, 3, 4,6, 8,10, 12y
24. En cada uno de los tiempos considerados se proce-
di6 a colar el producto de la fermentacion a efectos de
separar los granulos de la leche fermentada. De cada
fraccion de la bebida se tomaron dos alicuotas para
determinar pH y acidez. Los granulos fueron colectados
todos juntos, puestos en leche fresca y conservados a
temperatura de refrigeracion.

Acidez titulable y pH

La acidez (g de &cido lactico/100g) se determind titu-
lando con NaOH 0,1 N, segun FIL 150:1991. Los valo-
res de pH se obtuvieron con un pHmetro digital marca
Adwa modelo AD800O.

Anilisis estadistico
Los datos obtenidos se analizaron a través de un anali-
sis multivariado con el software SPSS para Windows
(version 15.0; IBM, Inc., Chicago, IL, USA).

Se realiz6 una regresion lineal simple para una
variable dependiente y (tiempo necesario en alcanzar 1
g de &cido lactico de acidez en 100 g de producto),
usando las variables dependientes, x, (temperatura (T)
y porcentaje de indculo (1)). EI modelo fue el siguiente:

y=B0+BIT+p2l+¢ (Ecuacion 1)
donde B0, B1y B2 son los parametros de regresion de
la ecuacion estimados por el analisis y ¢ es la desvia-
cion inexplicable del valor observado y el valor predicho

de “y”, llamado residual.

RESULTADOS Y DISCUSION

La figura 1 muestra la evolucion del pH durante la fermen-
tacion del kéfir. Puede observarse, como era esperado,
una disminucion del pH con el tiempo. Si bien a las 24
horas de incubacion ambos porcentajes de inéculo alcan-
zaron valores de pH similares, la disminucion fue mds pro-
nunciada para un mayor porcentaje de inoculo. Ademas,
como puede observarse en la misma figura 1, la tempera-
tura ejercio un importante efecto en la velocidad de fer-
mentacion, siguiendo el orden 35°C > 30°C > 25°C.

La Figura 2 muestra la evolucion de la acidez
con respecto a la temperatura de incubacion y el por-
centaje de indculo utilizado. Como puede apreciarse, la
acidez se increment6 durante el tiempo de la fermenta-
cion y los valores maximos alcanzados estuvieron rela-
cionados con la temperatura de incubacion. La norma-
tiva vigente en Mercosur (Mercosur, 2016) asi como el
Caodigo Alimentario Argentino (CAA, 2016) fijan la aci-
dez del kéfir en un valor <1 g de acido por 100 g de pro-
ducto. Considerando el valor de corte de 1 para la aci-
dez a los fines practicos, se evidencia que el tiempo de
fermentacion de 24 h fue excesivo para los ensayos lle-
vados a cabo a 35°C.

Se obtuvo a partir de las figuras 1y 2 el tiem-
po requerido para alcanzar 1 g de acido lactico en 100
g de producto y el pH 4,4 (considerado por algunos
autores como el pH final del kéfir). Estos datos se gra-
ficaron en la figura 3.

(25, 30y 35°C) para (A) 10y (B) 20% (m/m) de indculo

(1] [ 12 18 24

tiempo (h)

FIGURA 1 - Evolucion del pH durante la fermentacion de la leche con los granulos de kéfir a diferentes temperaturas

tiempo (h)
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FIGURA 2 - Evolucion de la acidez durante la fermentacion de la leche con los granulos de kéfir a diferentes
temperaturas (25, 30 y 35°C) para (A) 10 y (B) 20% (m/m) de indculo
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acidez (g de dcido lictico/100 g de producto)
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acidez (g de dcido lactico/100 g de producto)

tiempo (h)

Las curvas rectilineas obtenidas muestran como el
tiempo requerido en terminar el producto dependio de
la temperatura y el porcentaje de indculo, siendo mayor
a la temperatura de 25 °C. Por otro lado, la figura 3
visualiza la relacion directa existente entre el tiempo
necesario en alcanzar la acidez y el tiempo necesario
para alcanzar el pH de 4,4. Esta correlacion directa fue
significativa a un nivel de significacion P<0,01.

A partir del andlisis de regresion lineal simple se hallo
una ecuacion (ver Ecuacion 1) que predice el tiempo en
que tardara el fermento en llegar a la acidez de 1 g/ 100
de producto, a partir de la temperatura de fermentacion
y la cantidad de inoculo.

Y =62,667-1,2T-0,767 | (Ecuacion 2)
El coeficiente de correlacion fue del 0,982, que signifi-

c6 que el 98,2% de los datos fueron ajustados con la
Ecuacion 2.
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la acidez requerida “y

TABLA 1 - Coeficientes de regresion y significacion del analisis de los
parametros. La variable dependiente es el tiempo necesario en alcanzar

CONCLUSIONES

- Los resultados obtenidos permi-
ten establecer las condiciones

Coeficientes no Coeficientesest para estandarizar una elaboracion

estandarizados andarizados t Sig. de kefir con el inoculo ensayado y

B Hiror fip. Beta B T teniendo en cuenta los requisitos
Constante 62.667 5551 11.289 0.001 legales para el producto final.
Temperatura -1,200 0,170 -0,773  -7.060 0,006 - Esta informacion permitiria
Inéculo -0,767 0,139 -0,605 -5,524 0,012 comenzar a trabajar en el escalado

para, a futuro y con mayor canti-

FIGURA 3 - Tiempo requerido para alcanzar la acidez de 1 g de 4cido
lactico en 100 g de producto con los siguientes porcentajes de indcu-

lo: (m) 10y (

®) 20% (p/p) y tiempo requerido para alcanzar en el

producto el valor de pH de 4,4 con los siguientes porcentajes de

inéeulo: (o) 10y (O
incubacion.
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