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Abstract

Water kefir is a homemade fermented drink, to which certain probiotic properties are at-
tributed. In this study, changes in acidity andoBrix of Ecuadorian homemade water kefir,
elaborated with three different types of sweeteners (brownsugar, honey and granulated
sugar) and at different fermentation times (24, 48 and 72 hours), were determined. The
treatments arranged in a completely randomized block design (factorial 32) was applied. A
focus group evaluated and selected three prototypes due to their sensory characteristics,
also acidity andoBrix were measured for chemical specifications. According to the weigh-
ting of the variable of response for microbiological count,two treatments were chosen. The
treatment with the greatest acceptance due to their chemical, microbiological and sensory
characteristics was the sample fermented with honey at 48 h.A phenotypic and genoty-
pic characterization (16S DNAr) of microbiota showed the presence ofLeuconostoc hol-
zapfelii, Leuconostoc pseudomesenteroidesandSaccharomyces cerevisiae, which could be
attributed to water kefir probiotic properties.
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Resumen

El kéfir de agua es una bebida fermentada elaborada de forma casera a la cual se le atribu-
ye ciertas propiedades probióticas. En este estudio se determinaron los cambios de acidez
y oBrix del Kéfir de agua artesanal de origen ecuatoriano, elaborado con tres tipos de
endulzantes (panela, miel de abeja y azúcar blanca granulada), a diferentes tiempos de fer-
mentación (24, 48 y 72 horas), siendo los tratamientos dispuestos en el diseño en bloques
completamente al azar, con arreglo factorial 32. Un grupo focal evaluó los prototipos y se-
leccionó tres debido a sus características sensoriales, midiéndose también la acidez yoBrix
para obtener las especificaciones químicas. De acuerdo a la ponderación de las variables
de respuesta se escogieron dos tratamientos para recuento microbiano. El tratamiento con
mayor aceptación debido a sus características químicas, microbiológicas y sensoriales fue
el de miel de abeja a las 48 h de fermentación. La caracterización fenotípica y genotípica
(ADNr 16S) de la microbiota indicó la presencia deLeuconostoc holzapfelii, Leuconos-
toc pseudomesenteroidesy Saccharomyces cerevisiaelo que podría conferir características
probióticas al kéfir de agua.

Palabras Clave.kéfir de agua, ADNr 16S, fermentación, probióticos

Introdución

El kéfir de agua o kéfir azucarado es una bebida fer-
mentada consumida de forma casera principalmente en
México y Brasil. Es elaborado a base de una solución
de sacarosa, generalmente entre 3 y 10 %; frutas fres-
cas, principalmente limones; frutas secas como higos y
un inóculo de microorganismos denominado “tíbicos” o

“tibi” [1]. Los tíbicos son gránulos similares a una coli-
flor, con un diámetro promedio de 5 a 20 mm, aparien-
cia transparente y estructura elástica [2]. Producto de la
fermentación durante uno o dos días a temperatura am-
biente se obtiene una bebida carbonatada ligeramente
coloreada, con sabor levemente ácido por la producción
de ácido láctico y ácido acético, poca concentración de
azúcar y una ligera cantidad de alcohol [3], que no llega
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a superar el 2 % (v/v) [4].

El origen de los gránulos de kéfir de agua es aún incier-
to. Existen algunas descripciones de gránulos similares
llamados “plantas de cerveza de jengibre” que soldados
ingleses importaron de la guerra de Crimea en 1855 [2].
Así mismo, se reportaron “granos Tibi” de origen me-
xicano relacionados con el cactus (Opuntia) de donde
los gránulos eran removidos de las hojas. Son varios los
nombres con los que se les conoce a los tíbicos, como:
“abejas de California”, “abejas Africanas”, “nueces de
cerveza”, “balm of gilead” y “semillas japonesas de cer-
veza”. Finalmente fueron denominados “granos de kéfir
azucarado” con el fin de distinguirlos del kéfir de leche
[2].

En general, la microbiota del kéfir de agua está com-
puesta por una estructura de polisacárido dextrinado in-
soluble en agua, en donde viven en simbiosis bacterias
acidolácticas, bacterias ácido acéticas y levaduras. El
polisacárido es un polímero de glucosa con enlacesα
1-6. Se ha identificado alLactobacillus hilgardiicomo
la principal bacteria encargada de la producción del po-
límero, por medio de la enzima glicosiltranferasa [2].
La simbiosis entre levaduras y bacterias en los “tíbicos”
ocurre debido a que el crecimiento de las levaduras se
produce por la acidificación del medio creado por las
bacterias; mientras que el crecimiento de las bacterias
es estimulado por la producción de factores de creci-
miento (vitaminas) y compuestos nitrogenados solubles
por parte de las levaduras [4].

Los microorganismos presentes en cada gránulo de ké-
fir azucarado o kéfir de agua dependen de la región, así
como del país de origen. Un estudio realizado en Brasil
comparó los microorganismos presentes en los gránulos
de kéfir provenientes de diferentes regiones del país. Se
encontraron diferencias en la composición de la micro-
biota del gránulo según su lugar de origen; sin embargo,
el impacto del clima, medios y métodos de cultivo per-
manecen desconocidos [1].

Las bacterias acidolácticas (BAL) envuelven a tres gé-
neros tradicionalesLactobacillus, Leuconostocy Pedio-
coccus. Sin embargo, se incluye también a los géne-
ros Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcusy Va-
gococcus[5]. Son bacilos o cocos Gram-positivos as-
porógenos, producen ácido láctico a partir de hexosas,
en su mayoría son aerotolerantes que carecen de cito-
cromos y porfirinas, por lo que son catalasa y oxidasa
negativa [6], crecen dentro de un rango de de pH de 4.0
a 4.5; y según su metabolismo se dividen en homofer-
mentativas y heterofermentativas [5]. Algunos benefi-
cios para la salud son atribuidos a las BAL como la in-
hibición de patógenos, lo cual puede ser el resultado de
la producción de diferentes ácidos y metabolitos como
ácido láctico y ácidos orgánicos similares, peróxido de
hidrógeno y bacterosinas así como diacetil y CO2 [6].

En un estudio se observó que las bacterias acidolácticas
estimulaban el sistema inmune, aumentando el número
de macrófagos, linfocitos, inmunoglobulina A (IgA) y

Ingredientes Cantidad
Agua 300.0 mL

Endulzante 22.5 g
Tíbicos 18.0 g

Tabla 1: Formulación del kéfir de agua.

la producción de interferón gamma. Estos efectos ayu-
daban a mejorar la resistencia del hospedador frente a la
colonización de microorganismos patógenos [5].

El presente estudio tuvo como objetivos determinar las
características químicas adecuadas para la posible in-
dustrialización del kéfir de agua artesanal de origen ecua-
toriano y caracterizar fenotípica y genotípicamente los
microorganismos presentes en la bebida.

Elaboración del kéfir de agua

A partir de una formulación base [7] (Tabla 1), se modi-
ficó el tipo de endulzante y el tiempo de fermentación.
Este experimento se ejecutó bajo un diseño en bloques
completamente al azar con un arreglo factorial 32 co-
rrespondiente a la combinación de dos factores con tres
niveles cada uno: tipo de endulzante (miel de abeja, azú-
car y panela) y tiempo de fermentación (24, 48 y 72
horas), con tres repeticiones, obteniéndose nueve trata-
mientos, y un total de 27 unidades experimentales. Las
variables de respuesta fueron: acidez y grados Brix.

Análisis Físico-Químicos

El grupo focal realizado con 6 personas (3 hombres y 3
mujeres), determinó las características requeridas para
la bebida, siendo: Acidez intermedia (entre 5 % y 9 %
de ácido láctico) y menoroBrix (a menor cantidad de
sólidos solubles presentes en la bebida existe mayor fer-
mentación). Acidez yoBrix fueron analizados según
los métodos descritos por Lees [8].

La ponderación de las variables permitió encontrar los
mejores tratamientos, asignándose 1 a la acidez y 2 a los
oBrix.

Análisis Microbiológicos

Se pesó 20 g de la muestra y se diluyó en 180 mL de ci-
trato de sodio al 2 %. A continuación se preparó una se-
rie de diluciones decimales adicionales [9], para lo cual
se tomó 1 mL de la primera dilución y se transfirió a un
tubo de ensayo que contenía 9 mL de solución de citrato
de sodio al 2 %, se obtuvo la dilución de 10−2, repitién-
dose este procedimiento hasta obtener a una dilución de
10−6.

Recuento de Bacterias ácido lácticas (BAL)

Se colocó 0.1 mL de cada dilución en los medios MRS
(Man. Rogosa y Sharpe) que es un agar selectivo para
Lactobacillus spp.y medio M17 que promueve el cre-
cimiento de cocos Gram positivos (Pediococcus, Lac-
tococcusy Leuconostoc) y se incubó en una atmósfera
micro-aerofílica (5 % de CO2 ) a 37 oC por 48 horas.
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Fuentes de Variación G.L.
Cuadrados Medios

◦ Brix
Acidez

( % ácido láctico)
Total 26
Bloques 2 0.0033n.s. 0.4535n.s.

Tratamientos 8 1.1300∗ 63.8969∗

Tiempo de fermentación (A) 2 0.2211∗ 65.3469∗

Tipo de endulzante (B) 2 4.2700∗ 165.7454∗

Interacción A x B 4 0.0144∗ 12.2477∗

Error 16 0.0033 0.1363
∗Significativo al 5 % de probabilidad por la prueba F.
n.s. No significativo al 5 % de probabilidad por la prueba F.

Tabla 2: Resumen del análisis de Varianza (ANOVA) de◦Brix y acidez expresada en porcentaje de ácido láctico de lostratamientos.

Se realizó el recuento de Unidades Formadoras de Co-
lonias (ufc) a las 48 horas siguiendo el método del libro
“The Compedium of Methods for the Microbial Exami-
nation of Foods” [10].

Recuento e identificación de levaduras

Se extendió 0.1 mL de cada dilución en el medio Sa-
boraud con 4 % de glucosa. La incubación se realizó en
condiciones aeróbicas a temperatura ambiente. Se con-
taron las colonias al segundo día de incubación. La iden-
tificación de levaduras fue realizada mediante la galería
API Candida (Biomérieux, Francia).

Análisis molecular

Extracción de ADN

Se aislaron algunas colonias con diferentes morfologías
de los medios MRS y M17. Cada cepa se volvió a ais-
lar en medio MRS o M17 y se trasladaron 3 a 10 colo-
nias a tubos Eppendorf de 1.5 mL que contenían 300
µL de agua estéril y se sometió a ebullición durante 10
min. Posteriormente se centrifugó a 12000 rpm durante
3 minutos, se mezcló con glicerol y se congeló para ser
utilizado posteriormente [10] .

Amplificación del ADNr 16S

Para la amplificación del ADNr 16S (1500 pb) se utili-
zaron primers universales 27F (5’-AGAGTTTGATCCT
GGCTCAG-3’) y 1492R (5’-GGTTACCTTGTTACGA
CTT-3’) [11]. Se preparó una reacción que contenía 10
µL de ADN, Buffer 1X (Promega), MgCl2 (0.25 mM),
dNTP‘s (0.2µM) 0.2µM de cada primer, 0.6 U GoTaq
DNA polymerase (Promega, Madison USA), y agua pa-
ra completar 50µL. Las condiciones de amplificación
fueron: después de una denaturación inicial a 94oC por
1 minuto, 30 ciclos (94oC por 30 s, 50oC por 30 s, 72
oC por 30 s) y una extensión final a 72oC por 10 min.
Todos los productos de PCR fueron analizados en geles
de agarosa al 1 % y 0.01 % de bromuro de etidio. Poste-
riormente fueron enviados para secuenciación en ambas
direcciones a la empresa Functional Biosciences, Madi-
son, Wisconsin-USA.

Análisis Químicos

Según la Tabla 2 existió una diferencia significativa en-
tre los tratamientos para las dos variables. Igualmente
tanto el tiempo de fermentación como el tipo de en-
dulzante y su interacción afectaron significativamente a
los ◦Brix y acidez de los tratamientos. Por otro lado, no
hubo diferencia estadísticamente significativa entre los
bloques.

El Coeficiente de Variación de los◦Brix fue de 0.94 %
y de la acidez 6.53 %. Según [12] para ensayos realiza-
dos en laboratorios o invernaderos se consideran valores
aceptables los cercanos al 5 %.

Los tratamientos 4, 5 y 6 (miel de abeja a las 24, 48
y 72 horas) fueron estadísticamente iguales (Tabla 3)
y presentaron la menor cantidad de◦Brix, siendo los
mejores.

En la Figura 1 se presentan los cambios en los◦Brix
de los tres tipos de endulzantes durante 72 horas de
fermentación, observándose una disminución conforme
aumentaba el tiempo de fermentación, debido a que las
bacterias presentes utilizan glucosa y fructosa como fuen-
te de energía. Un estudio sobre el kéfir de agua mostró
que el contenido de sólidos solubles (◦Brix ) se redujo
al final de la fermentación [4].

La Tabla 3, también muestra que los tratamientos 4 y 5,
(miel de abeja a las 24h y 48h respectivamente ), fueron

Tratamientos ◦Brix ∗
Acidez

( % de ácido
láctico)∗

7 6.80 a 0.71 d
8 6.77 a 0.86 d
9 6.63 ab 1.71 cd
1 6.63 cb 3.14 cd
2 6.40 c 4.85 cd
3 6.13 d 10.83 a
6 5.57 e 13.11 a
5 5.40 e 9.89 ab
4 5.23 e 5.82 cb

∗Medias seguidas por las mismas letras no difieren
entre si al 5 % de probabilidad por la prueba de Tukey.

Tabla 3: Grados Brix y acidez de los tratamientos
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Figura 1: Cambio de los grados Brix a lo largo del tiempo (horas).
A: miel de abeja. B: panela. C: azúcar.

estadísticamente iguales y tuvieron una acidez interme-
dia en comparación al resto de tratamientos, cumpliendo
la especificación requerida.

En la Figura 2 se presentan los cambios en la acidez de
los tres tipos de endulzantes durante 72 horas de fer-
mentación, ocurriendo un incremento al transcurrir el
tiempo de fermentación para los tres tipos de endulzan-
tes. Las bacterias del géneroLeuconostoctienen la ca-
pacidad de producir ácido láctico como metabolito prin-
cipal a partir de glucosa y fructosa [13]. Este género se
encontró en cantidades considerables en estudios de ca-
racterización del kefir de agua [4, 14].

Así mismo, se observó que los tratamientos formulados
a base de miel de abeja fueron los que tuvieron mayor
porcentaje de ácido láctico, lo que puede ser debido a
que la miel de abeja contiene 29 % de glucosa y 38 %
de fructosa en su composición y solo un 4 % de sacarosa
[15], de esta manera las bacterias tienen mayor disponi-
bilidad de sustrato para la formación de ácido láctico.
En el caso de la panela, el porcentaje de azúcares reduc-
tores es de 9.15 % y de sacarosa 80.91 % [16]; mien-
tras que, el porcentaje de azúcares reductores del azúcar
blanca granulada es de 0.04 % [17]. La panela como el
azúcar tienen menor disponibilidad de sustrato, por lo
tanto la producción de ácido láctico podría ser menor
en comparación a la miel de abeja.

Con la ponderación de las variables de respuesta los me-
jores tratamientos fueron miel de abeja a las 24 y 48
horas de fermentación al obtener el mayor puntaje. En
estos dos tratamientos se realizaron recuentos de bac-
terias ácidolácticas y levaduras. El tratamiento con un
número mayor a 106 ufc/mL fue seleccionado para la
caracterización microbiológica [18–20].

Análisis Microbiológicos

Para determinar las condiciones óptimas de crecimiento
de bacterias ácido lácticas (BAL) se cultivó en los me-
dios MRS y M17 bajo condiciones aeróbicas y micro-
aerofílicas (5 % de CO2) a 37◦C (Tabla 4). Los recuen-
tos mostraron que las condiciones óptimas para el cre-
cimiento de BAL en los dos medios fueron en ambiente
micro-aerofílico a 37◦C. La Condición 2 fue seleccio-
nada como mejor tratamiento debido a que mostró los
recuentos más altos.

Figura 2: Cambio de la acidez ( % de ácido láctico) a lo largo del
tiempo (horas). A: miel de abeja. B: panela. C: azúcar.

Los recuentos de bacterias ácido lácticas y levaduras
realizados por triplicado indicaron que el tratamiento 2
contenía entre 3,2 x 109 y 4,1 x 109 ufc BAL/mL, sien-
do recuentos superiores a la cantidad mínima requerida
para que un alimento sea considerado probiótico (106

ufc/mL) [18, 19]. Por otro lado, el recuento de levaduras
(2.8 x 107ufc/mL) estuvo por debajo de lo recomendado
para alimentos probióticos 1 x 1010 ufc/mL) (Tabla 5).

Las secuencias analizadas mostraron niveles altos de
homología conLeuconostoc citreumJQ712017.1,Leu-
conostoc holzapfeliiNR_042620.1,Leuconostoc pseu-
domesenteroidesAB598984.1 yLeuconostoc mesente-
roidesJQ712026.1. El árbol obtenido por el método de
Neighbor- joining (Figura 3), permitió identificar las se-
cuencias obtenidas comoLeuconostoc holzapfelii(5 ce-
pas) yLeuconostoc pseudomesenteroides(1 cepa).

La identificación fenotípica de las levaduras indicó que
se trata deSaccharomyces cerevisiae.

Leuconostoc holzapfeliies un cocobacilo Gram-positivo
que produce ácido láctico y CO2 a partir de glucosa
y fructosa y se le ha encontrado asociado con la mi-
crobiota de la fermentación del café etíope y en masas
fermentadas a partir de harina de trigo sarraceno (plan-
ta originaria de Asia central) y Teff (herbácea cultiva-
da principalmente en Etiopía) [13, 21]. Adicionalmente,
un estudio identificó aLeuconostoc pseudomesenteroi-
des en pozol (bebida fermentada, ácida, no alcohólica
a base de maíz de origen Maya) a la cual se le atribuye
beneficios como el control de diarreas, disminución de
fiebre, entre otros [22]. Por otro lado, se determinó la
presencia deL. pseudomesenteroidesen alimentos fer-
mentados como cassava fermentada elaborada en Be-
nin, queso elaborado en India, leche fermentada elabo-
rada en Kenia [23], Nukadoko (tipo de arroz utilizado
para la elaboración de Nukazuke, encurtido elaborado
en Japón) [24], jugo de caña [25] y quesos artesanales
elaborados a partir de leche no pasteurizada [26].

El géneroLeuconostoces uno de los microorganismos
utilizado como probiótico en conjunto con otras bacte-
rias ácido lácticas de los géneros:Lactobacillus, Bifi-
dobacterium, Lactococcus, Enterococcus, Bacillusy le-
vaduras del géneroSaccharomyces[27, 28]. En un es-
tudio sobre el Pulque (bebida fermentada mexicana, no
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Condición
Recuento de BAL en MRS Recuento de BAL en M17

ufc/mL ufc/mL
Aeróbico Micro-aerofílico Aeróbico Micro-aerofílico

1 1.5 x 104 2.1 x 104 1.0 x 104 >2.5 x 105

2 2.1 x 104 >2.0 x 105 2.0 x 104 >2.5 x 105

Tabla 4: Recuentos de bacterias ácido lácticas en condiciones aeróbicas y anaeróbicas a 37◦C para los tratamientos 1 y 2

Número de ensayos
Recuento de BAL Recuento de BAL

Recuento de levadurasLactobacillus spp Lactobacillus spp
ufc/mL

ufc/mL ufc/mL
1 3.2 x 109 4.1 x 109 2.8 x 107

2 3.2 x 109 4.2 x 109 2.8 x 107

3 3.3 x 109 4.1 x 109 2.8 x 107

Promedio 3.2 x 109 4.1 x 109 2.8 x 107

Tabla 5: Recuentos de bacterias ácido lácticas y levaduras del kefir de agua artesanal

alcohólica, no destilada y elaborada a partir de la fer-
mentación de varias especies de Agave) se encontró la
presencia deLeuconostoc spp. con importante ac-
tividad antimicrobianain vitro en contra deEscheri-
chia coli EPEC 2348/69,Listeria monocytogenes, Sal-
monella entericaserovar Typhi y S. enterica serovar
Typhimurium. Mientras quein vivo, disminuyó la capa-
cidad de infección deS. entericaserovar Typhimurium
L1334 lo que podría sugerir propiedades antimicrobia-
nas. Sin embargo, se recomienda realizar ensayosin vi-
vo, así como estudios clínicos y epidemiológicos con el
fin de establecer la capacidad de colonización, adheren-
cia al intestino, resistencia a pH bajo y sales biliares de
las cepas deLeuconostoc pseudomesenteroidesy Leu-
conostoc hozapfeliindentificadas en el kéfir de agua.

Saccharomyces cerevisiaeha sido aislado de varios ali-
mentos, bebidas alcohólicas y leches fermentadas de Áfri-
ca tales como; “kenkey” (Ghana), “Mawe” (Benin), “Ma-
sa” (Nigeria), “Munkoyo” (Zambia), “Busaa” (Kenya),
“Chikokivana” (Zimbabwe), “Amasi” (Zimbabwe) “Mba-
nik” (Senegal), “Nono” (Nigeria), entre otros [29]. Pro-
duce alcohol y otros componentes aromáticos como és-
teres y ácidos orgánicos a partir de carbohidratos. Ade-
más se identificó que cinco cepas deS. cerevisiaefueron
capaces de sobrevivir al bajo pH del estómago y al pH
del tracto intestinal lo que les convierte en posibles pro-
bióticos [30]. Por otro lado, aporta “flavor” a los pro-
ductos fermentados y puede coexistir con otros tipos de
microorganismos como bacterias ácido lácticas. Es po-
sible que esta levadura además aporte al valor nutricio-
nal de alimentos fermentados, al estar asociada con pro-
ducción de vitamina B12 y algunos aminoácidos [29].
En otro estudio realizado en Pulque, se aislaron grupos
microbianos de los géneros:Zymomonas, Lactobacillus
y Saccharomycesque han sido reportados como micro-
organismos con posible efecto probiótico [31]. Asimis-
mo, se ha reportado el uso de cepas deS. cerevisiae y S.
bulgardii en la prevención de varios tipos de diarrea y
colitis en humanos [30].

Conclusiones

Se logró establecer las características químicas adecua-
das para la industrialización y comercialización del kéfir
de agua. Al utilizar miel de abeja como sustrato para la
fermentación se obtuvieron valores de acidez apropia-
dos según la preferencia de los consumidores, además
se redujo el contenido de grados Brix inicial, lo que es
un indicador de fermentación.

La concentración de bacterias acidolácticas presentes en
el kefir de agua ecuatoriano fue de 4x109 ufc/mL, y el
recuento de levaduras fue de 3x 107ufc/mL. Por lo tanto,
la bebida podría ser considerada probiótico debido a que
excede la cantidad mínima de bacterias ácido lácticas
requeridas (106 ufc/mL). Sin embargo, la cantidad de
levaduras fue menor a la cantidad requerida para ejecer
el efecto probiótico.

La caracterización fenotípica y molecular de la micro-
biota del Kefir mostró la presencia deLeuconostoc Hol-
zapfelii, Leuconostoc pseudomesenteroidesy Saccha-
romyces cerevisiae.

De acuerdo con algunos estudios, tantoLeuconostocco-
moSacharomycesaportan con propiedades benéficas pa-
ra la salud por tanto, es posible que esta bebida pueda
ejercer un efecto probiótico en los consumidores [27,
28, 30, 31].
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