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RESUMEN

Se determind simultdneamente el tiempo de fermentacion y la concentracion de indculo requeridos, obteniendo tanto el
flempo de fermentacion come la concentracion de indculo 6ptimos, ya que el objetivo de este estudio fue determinar el
menor tiempo de fermentacion con un maximo rendimiento de biomasa. Se utilizé la microbiota de los Granos de Kefir
como agente bioldgico, el cual es una mezcla simbiodtica de bacterias y levaduras. Las concentraciones que se emplearon de
indculo fueron de 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7% vy 8%. También se determin¢ los valores extremos de pH, densidad y contenido
de azticares totales que se alcanzaron en los medios de cultivo, para asi poder determinar el punto final de la fermentaciéon.

Los resultados indicaron que la concentracion de indculo éptimo corresponde a 4% el mismo que corresponde a un tiempo
de fermentacion 6ptimo de 48 horas.
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SUMMARY

The time of fermentation was determined simultanecusly and the concentration of the inocule required, obtaining so much
the time of fermentation as the concentration of the inocule, because this estudy’s objetive was to determine the smaller
time of fermentation with a maximum yield of biomass. Microbiota was used of Grains of Kefir like biological agent, as it
15 a mixture symbiotic of bacteria and yeasts. The concentrations that were used of the inocule were of 2%, 3%, 4%, 5%,
6%, 7% and 8%. Also one determined the extreme values of pH, density and content of sugars totals that were reached in
average of culture, thus to be able to determine full stop of the fermentation. The results indicated that the concentration of
the inocule optimal corresponds to 4% the same that corresponds to optimal time of fermentation of 48 hours.

Keywords: Grains of Kefir, fermentation, I inoculate, biomass.

INTRODUCCION ya que si la concentracion de in6culo es grande,
Para la produccién rentable de biomasa dos se pierde sustrato debido a una competicién
variables son de suma importancia: el tiempo exagerada, entre microorganismos que genera
de termentacion y la concentracién de indculo al muerte celular y exceso de calor. Por otro lado,
inicio de la fermentacidn. Respecto al primero, lo si la concentracion de inodculo es baja, se corre el
que se quiere es que el tiempo de fermentacion riesgo de contaminacion por microorganismos
sea el minimo posible, pues si este se reduce, se indeseables, ademds del incremento en el tiempo de
aumenta la productividad. fermentacion que disminuye la productividad.

En cuanto a la concentracién de in6culo al inicio El suero de leche o lactosuero es un subproducto
de la fermentaciéon, este debe ser el adecuado de la industria quesera, de alta calidad nutritiva,
para asi optimizar la producciéon de biomasa, que ademads de agua, contiene lactosa, proteinas,

A quien debe dirigirse la correspondencia. E-mail: ariasarroyo@gmail.com



Humberto F. Arévalo Ortiz y Gladys C. Arias Arroyo

minerales y otros compuestos menores disueltos
(1). Su composicién varia dependiendo de las
caracteristicas de la leche y de las condiciones de
la elaboracion del queso del cual procede (2). Asi
pues, el suero es utilizado como sustrato ideal para
MICroorganismos que requieren aminoacidos y
son capaces de hidrolizar proteinas (3).

La microbiota de los Granos de Kefir, que en su
gran mayoria es una mezcla simbiética de bacterias
lacticas y algunas levaduras que en conjunto se
asemejan a diminutas coliflores (4,5), parece ser un
buen agente biologico para el presente estudio, ya
que metaboliza la lactosa presente en el suero de
leche (3,6,7,8); pero también se conoce que pueden
fermentar otros tipos de azucares, dado que los
Granos de Kefir esta constituido en un 65 -80 %, por
lactobacilos y el 20 - 35 % restante, por lactococos,
estreptococos y levaduras. (9,10, 11).

El objetivo trazado en el presente estudio es
determinar la concentracién del inéculo y el
tiempo de fermentacion éptimos, utilizando la
microbiota de los Granos de Kefir, como agente
biologico y el suero de leche como sustrato.

MATERIAL Y METODOS
Agente biolégico

Microbiota de los Granos de Kefir provenientes de
cuatro casas naturistas de la ciudad de Lima.

Sustrato

sSuero de queso dulce proporcionado por la
Empresa VIGORS.A.

Medio de cultivo patrén

Como medio de cultivo patrén se utilizé leche
fresca pasteurizada, 100% natural, LA MOLINA
®, proveniente del establo de la Universidad

Nacional Agraria La Molina y certificada por
SENASA.

Recoleccion del agente biologico

Se recolectd cuatro muestras de Granos de Kefir
de cuatro casas naturistas de la ciudad de Lima,
S5e tomo 10 g de cada muestra y se procedié a
juntarlas, de tal manera que pasaron a ser una
sola muestra de 40 g.

Crecimiento y control del iniciador o starter de
la microbiota de los Granos de Kefir

Los 40 g de muestra inicial de los Granos de Kefir, se
cultivaron en leche, a ternperatura ambiente (entre
19 °C vy 26 °C), iniciando con una concentracién
de 5% de agente biolégico respecto al medio
de cultivo, tal como lo recomienda Sasaki (4) y
cambiando el medio de cultivo cada 24 horas;
pero slempre reiniciando el proceso con una
concentracién de 5% de agente biolégico respecto
al medio de cultivo hasta obtener unos 100 g de
agente biologico, de tal manera que se pudiera
contar con una fuente de microbiota de los Granos
de Keftr, de forma homogénea v permanente para
los ensayos respectivos.

Preparacion del in6culo

Una vez obtenido los 100 g o mas de cultivo
iniciador o starter, los Granos de Kefir fueron
retirados del medio de cultivo (leche) después
de haber cumplido un periodo de 24 horas de
fermentaciéon. Acto seguido estos granos fueron
lavados con agua por tres veces y se dejaron
escurrir en un colador, con malla No. 35 ASTM,
por espacio de 20 minutos. Los Granos de Kefir
asi obtenidos fueron los que se utilizaron como
inoculos.

Fermentacion

Se utilizdé 7 matraces conteniendo 200 ml de
suero de leche e indculo (Granos de Kefir), cuyas
concentraciones fueron de 2%, 3%, 4% y asi
sucesivamente hasta llegar hasta 8%. Se inici6
la fermentacién con agitacion moderada cada
12 horas, al mismo tiempo que se controlé pH,
densidad del medio de cultivo y, debido a que
hay hidrolisis de la lactosa en glucosa y galactosa
durante el proceso de fermentacién, también
se cuantificé azucares totales. Se continué con
la termentacién hasta que los valores de pH,
densidad del medio de cultivo y contenido de
azucares totales, tendieron a ser constantes. Al
final de la fermentacidon se tomé datos del peso
hamedo y peso seco de biomasa obtenidos de
cada tratamiento, con el propdsito de determinar
el porcentaje de incremento de biomasa en cada
caso. La prueba fue repetida por tres veces y se
tomé los valores promedios.

Finalmente, se prepard tres matraces con una
concentracion de in6culo de 8% y se dejaron
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fermentar, hasta determninar el pH mas bajo posible
que alcanza la fermentacién de suero de leche
con los Granos de Kefir como agente bioldgico.
Se procedid del mismo modo para la densidad y
azucares totales,

Se evalué el valor de pH utilizando el método
potenciométrico de Egan H., la densidad el método
gravimétrico y azucares reductores totales con

el método volumétrico de Lane y Eynon de la
AOAC, 1997.

RESULTADOS

Los promedios de variacién del pH, densidad se
dan en las tablas 1 y 2 respectivamente y de los
resultados de densidad, pH y azticares reductores
llevados al extremo mediante la fermentacién con
8% de indculo, hasta valores constantes de dichas
variables se dan en las figuras 3 y 4.

La concentracién de aztcares reductores totales
después de 48 horas de fermentacidn se observa en
la figura 1. En la tabla 3 se muestra los incrementos
de biomasa en porcentaje, tanto hiimedo como

seco y en la figura 2 se muestra el incremento en
porcentaje de biomasa seca.

Tabla 1.
Promedios de la variacion del pH durante el proceso de
fermentacion respecto a la concentracién de indculo.

pH
— S - e

Concentracion de inéculo (%) 2 | 3 4 | 5 , 6 k 7 8

. Tiempoﬁ(Hnras) a 1 | 1
_ 0____ 6,42 .;__E’%Q 6,42 | 6,42 | 6,42 _ 642 | 6,42
12 451 | 438 419 (413 405 | 399 [394
24 414 | 394 |377 | 3,68 |357 |3,50 |345
36 4,00 3,71 | 3,55 J35‘9 3,46 | 3,38 | 3,35
48 | 3,85 3,56 I3,43 339 | 3,37 | 3,36 | 3,35

Tabla 2.

Promedios de variacion de la densidad durante el proceso
de fermentacion, respecto a la concentracién de indculo.

Densidad (g/ml)
Concentracionde inéculo {%) 2 [ 3 J 4 I 5 \ 6 ] 7 I 8
Tiempo (Horas)
0 1,0234] 1,0234 | 1,0234 11,0234 1,0234 | 1,0234 | 1,0234
12 1,0224 ) 1,0210 § 1,0191 {1,0185; 1,0174 { 1,0167 | 1,0163
24 1,0207 | 1,0180 | 1,0153 11,0150 1,0147 | 1,0143 | 1,0141
36 1,0191 | 1,0170 | 1,0140 {1,0139] 1,0137 | 1,0135 | 1,0135
48 1,0177 1,0146 | 1,0135 [1,0134; 1,0133 { 1,0132 | 1,0132
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Figura 1.
Porcentaje de azucares totales que queda en el sustrato después de 48 horas
de fermentacién, respecto a la concentracion de inéculo.
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Tabla 3.
Promedios de incremento de biomasa hiimeda y seca después de 48 horas
de fermentacidén respecto a la concentracion de inédculo

Biomasa

Concentraciénde indculo (%

Peso humedo obtenido (g) 49,616 | 76,432 1106,146| 130,691 {151,767 | 171,210 {188,022

Peso seco obtenido 0,5516 | 30,8495 | 11,746 | 14,523 | 16,875 9032 | 20,899

Incremento de biomasa humeda 09616 | 16,432 | 26,146 | 30,691 | 31,767 | 31,210 | 28,022
Incremento de biomasa seca (g) 0,1069 | 0,1827 | 0,2907 | 0,3412 | 0,3531 | 0,3470  0,3115

Incremento de biomasa humeda (% 240,408 | 273,871 | 326,830 | 306,913 264,723 | 222,926 {175,136
Incremento de biomasa seca (% 240,535 1 273,650 | 320,722 | 306,401 264,973 | 222,851 174,961
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Figura 2.
- Incremento en porcentaje de biomasa seca, después de 48 horas
e fermentacidn, respecto a la concentracion de inéculo.
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Figura 3.
Densidad llevada hasta valores constantes con 8% de inéculo
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DISCUSION

En cuanto al pH, tal como se observa en la tabla
1 se puede ver que éste cae rdpidamente en las
12 primeras horas de fermentaciéon y que esta
tendencia disminuye gradualmente a medida
que transcurre el tiempo de fermentacién. Esto es
bastante evidente en el medio con 8% de inéculo
inicial, tanto asi que los valores de pH son
semejantes a las 36 y 48 horas de fermentacién, con
un valor de 3,35. Ademds se observa que cuanto
mayor es la concentracion inicial de inéculo, el pH
baja mas rapido y en mayor grado. Esto es obvio,
dado la formacién de acido lactico y diéxido de
Carbono en mayor cantidad (entre otros) y a
mayor velocidad, puesto que alcanza rdpidamente
condiciones Optimas de pH para el proceso de
fermentacion (3, 6,7,8). En el otro extremo, cuando
la concentracion de inéculo es 2%, la tendencia
anteriormente mencionada ocurre, pero en mucho
menor grado, tanto asi que a las 48 horas de
fermentacion la diferencia de valores de pH de
los medios de cultivo, entre el correspondiente
al 2% y 8% de inéculo es de 50 centésimas de
pH. De acuerdo a los resultados de pH, se observa
que el valor minimo de pH que alcanza el medio
de cultivo con un inéculo inicial de 2% después
de 48 horas de fermentacién es 3,85.

Respecto a la densidad, el andlisis es muy
semejante al anterior, aunque existen algunas
diferencias que seresaltan a continuacién. Como
se puede ver en la tabla 2, cuando la concentracion
inicial de inéculo es de 2%, la disminucién de la
densidad es gradual; pero cuando el in6culo es
8%, la disminucidén de la densidad es rapido en
las 24 primeras horas y tiende a estabilizarse en
las horas siguientes.

El analisis realizado para la densidad se corrobora
con los datos de la figura 1, pues se observa que
después de 48 horas de fermentacién el consumo de
azucar se estabiliza a partir de una concentracién
de inoculo de 4%. Se desprende que la mejor
concentracion inicial de inoculo se encuentra entre
47 y 5% para 48 horas de fermentacion.

En cuanto al incremento de biomasa, reflejados
en la tabla 3 y figura 2, se observa que el mejor
inoculo inicial es el que corresponde a una
concentracion de 4%, pues a esta concentracion y al
cabo de 48 horas de fermentacién, el incremento de
porcentaje de biomasa es el mads alto y ligeramente
superior al 32%. Esto se debe a que por debajo
de 4% de concentraciéon de indéculo, 48 horas de
fermentacion es tiempo insuficiente para consumir
todo el sustrato disponible o posible, y por encima
de 4% de concentracién de indculo, al cabo de
48 horas de fermentacién la relacién biomasa
producida/sustrato consumido, no es la 6ptima,
pues se observa que a mayor concentracion de
indculo, el porcentaje de incremento de biomasa
es menor, aun cuando la cantidad de biomasa que
se genera es mayor. Se puede ver enla Tabla 3, que
la cantidad de biomasa se incrementa en mayor
cantidad para el in6culo de 6%.

Concluyendo se puede afirmar que para 48 horas
de fermentacién, la mejor concentracién de inéculo
fue de4%; es decir 8 g de microbiota de los Granos
de Kefir para un volumen de 200 ml de suero de
leche como sustrato. Por otro lado se puede decir
que este procedimiento y analisis se pueden
realizar en otros casos en donde la optimizacién
simultdnea de estas dos variables sea pertinente.,
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