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Las bebidas no alcohdlicas han disfrutado de una creciente popularidad durante afios, lo que
conduce a una expansion constante de la gama de productos. Durante mucho tiempo, los
refrescos edulcorados han perdido su atractivo, en favor de alternativas con menor contenido
de azucar. Estos incluyen, entre otros, bebidas fermentadas acidas como kombucha y kéfir
de agua. Estas bebidas tradicionales se caracterizan por una agradable acidez, que junto con
un bajo contenido de azlcar y una interesante variedad de aromas aporta un caracter muy
refrescante. Ademas, estas bebidas a menudo se atribuyen beneficios para la salud debido a

sus ingredientes, gue tiene un impacto positivo en su demanda.

La creciente popularidad de estas bebidas tradicionales a menudo requiere un
replanteamiento de los productores, alejandose del proceso tradicional hacia un proceso
reproducible que también garantiza la seguridad del producto y minimiza la variabilidad de los
lotes. Por lo tanto, se necesita una comprension integral del proceso de fermentacién, que
puede ser adecuadamente caracterizado y controlado a través del uso de métodos analiticos

y de ingenieria de procesos.

Kéfir de aguay kombucha

Las bebidas fermentadas tradicionales y acidas tienen una cosa en comun en la produccion
clasica: se obtienen mediante el uso de cultivos mixtos complejos (principalmente) indefinidos.
Esto representa el mayor obstaculo, tanto en términos de ingenieria de procesos como en
términos de producciéon a escala industrial. Entre otras cosas, los cultivos complejos se
caracterizan por el hecho de que los microorganismos involucrados estan presentes en
proporciones indefinidas, siendo la composicion sujeta a cambios considerables a lo largo del

tiempo.
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Ademaés, los microorganismos a menudo forman exopolisacaridos, que son colonizados por
los organismos y tienen un cierto efecto sobre el metabolismo y el comportamiento de la

fermentacion. Tradicionalmente, el agua de kéfir estd hecho de agua edulcorada, frutos secos

y los llamados granos de kéfir de agua (Figura 1A).

iError! Marcador no definido.A:Granos de kéfir de agua, B:Layerde un kombucha SCOBY. Se trata de matrices
caracteristicas de exopolisacaridos, que son producidos por los microorganismos que contieneny en los que estos

ultimos estéan parcialmente incrustados.

Este dltimo, dependiendo del origen y la edad de los cultivos, alberga diferentes bacterias
lacticas y levaduras, a menudo Lactobacillus paracasei, L. hilgardii y L. nageli y
Saccharomyces spp. y Brettanomyces spp, respectivamente. Durante un periodo de
fermentacion de por lo general 2-4 dias a temperatura ambiente, los organismos forman CO,
Aacidos organicos (principalmente &cido lactico), glicerol, pequefias cantidades de etanol y
diversos componentes aromaticos, que proporcionan al liqguido fermentado de un caracter
afrutado-dulce muy refrescante. Tipicamente, kéfir de agua se considera una bebida sin

alcohol, principalmente debido al corto tiempo de fermentacion.

En la produccion tradicional de kombucha, el té endulzado fermenta con el llamado SCOBY
(cultivo simbidtico de bacterias y levaduras; 1B) durante varios dias hasta semanas a
temperatura ambiente. Ademas de CO,, se forman acidos organicos (principalmente acido
aceético), componentes de glicerol y aroma, asi como pequefias cantidades de etanol. El
SCOBY, como su nombre indica, estd compuesto de levaduras y bacterias, y dependiendo de
su origen y edad, Brettanomyces spp.y Zygosaccharmoyces spp. dominan en las levaduras,
asi como Acetobacter spp., Gluconobater spp. y Gluconoacetobacter spp. en las bacterias.
Kombucha también se considera una bebida de fermentacion sin alcohol, aunque el etanol se

forma durante la fermentacion por las levaduras. Sin embargo, es metabolizado por las



bacterias del &cido acético en el curso del proceso de produccion al acido acético, por lo que

el contenido de etanol es generalmente inferior a 0.5% vol.

En comparacion con la produccion tradicional, la produccion industrial se centra en aspectos
como el aseguramiento de la calidad y la seguridad del producto, siendo aspectos
tradicionales como el sabor y la naturalidad de gran importancia para el consumidor. Al
adaptar el proceso de fabricacién para la escala industrial, es importante cumplir con los
requisitos de calidad y clientes al mismo tiempo a través de un profundo conocimiento del
proceso y procedimientos mejorados. Desde un punto de vista microbiolégico, el primer paso
es intercambiar culturas tradicionales por cultivos puros definidos. Esto reduce el riesgo de
contaminaciéon y aumenta la capacidad de control a escala industrial en una etapa temprana.
Mediante el uso de tales cultivos de arranque los productores también pueden apuntar a las
propiedades deseadas del producto, talvez el espectro acido o perfil de sabor. También otros
ingredientes como el azlcar o la fruta seca, que sirven como nutrientes a los organismos

durante la fermentacion, deben afiadirse al proceso de una manera bien definida.

La sima de ingredientes definidos, la comprension profunda del proceso fermentativo,
acompafado de un analisis del producto durante el proceso y final, contribuye a un método

de elaboracion seguro.

Curso ejemplar de una fermentacién de kéfir de agua

Para el desarrollo de un proceso seguro, las condiciones generales deben determinarse
primero. En el contexto de los trabajos de desarrollo sobre la produccion de kéfir de agua, se
caracterizo por lo tanto el curso temporal caracteristico de una fermentacion tradicional con

cultivos de arranque indefinidos (Figura 2).
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iError! Marcador no definido.2: Perfil de una fermentacion de kéfir de agua con granos de kéfir
tradicionales. Representados son A: AzUcares y metabolitos, relevantes. B:El oxigeno disuelto (DO),
y el cambio en la composiciébn atmosférica en el espacio de la cabeza del biorreactor (no
aireado)registrado hasta72 hs. C:La capacidad antioxidante, asi como el potencial redox, D:
Concentraciones celulares de levaduras y bacterias del &cido lactico expresados en cfu.

El perfil de azucar, asi como la produccion de &cido y etanol durante el proceso de
fermentacion se determinaron mediante andlisis de HPLC (Fig.2A). Se demostrd claramente
la interaccion sobre la sacarosa causado por los microorganismos y la liberacion resultante

de glucosa y fructosa, siendo este Ultimo degradado a una tasa menor que la glucosa.

Al mismo tiempo, se observé la formacién continua de etanol, mientras que la formacién de

acido lactico por las bacterias del &cido lactico despunté después de 72 horas.

Debido a las actividades metabdlicas, se observo un consumo rapido de oxigeno disuelto y
una caida en el pH (Fig. 2B). El potencial de redox también se redujo durante la fermentacion
por los microorganismos, mientras que aumento la capacidad antioxidante (Fig. 2C). Se utilizo
el andlisis de gases de escape a la atmosfera para determinar los gases existentes en el
espacio de la cabeza. Durante las primeras 72 hs ,se observé una saturacion con CO2 y una

reduccion simultanea del contenido de oxigeno. Ademas, el potencial redox alcanzado



después de 48 h mostré una buena relacién con las propiedades sensoriales deseadas y un
contenido de alcohol inferior al 0,5 %vol. requerido para la declaracion como bebida “no

alcoholica".

Sobre la base de los datos recopilados, las investigaciones adicionales deben mostrar como
se comportan los pardmetros mencionados al utilizar los cultivos de arranque elegidos en
concentraciones definidas y si un perfil de fermentaciéon se puede reproducir mediante un

control de proceso adecuado.

Otras técnicas modernas disponibles para el desarrollo de procesos de fermentacién se
pueden utilizar para analizar las caracteristicas de crecimiento de los microorganismos
respectivos. Asi, con la ayuda de los métodos de medida de impedancia, se puede llevar a
cabo una determinacion de concentracion estadisticamente significativa, que puede utilizarse
para distinguir entre diferentes poblaciones como levaduras y bacterias determinando

simultaneamente la distribucion del tamafo de las células.

Debido a la multitud de marcadores disponibles, los métodos cito métricos de flujo ofrecen la
posibilidad de hacer declaraciones adicionales sobre la fisiologia sobre la base de las células
individuales. Para el analisis de bacterias lacticas en forma de varilla y bacterias de acido
acético se pueden aplicar métodos electrodpticos para cuantificar el estado fisiolégico de las
células dependientes de la polarizacién de la membrana con el fin de hacer una declaracién

sobre la vitalidad de la poblacion.

Para la comprension del proceso utilizando muchos diferentes cultivos , estas tecnologias de
analisis solo se pueden aplicar con reservas. Ademas de la fermentacion estatica, los
exopolisacaridos secretados complican los analisis microbiol6gicos. El desarrollo de métodos
analiticos microbioldgicos adecuados requiere una atencion especial cuando se utilizan

cultivos mixtos complejos.

Debido al tamafio de particula, que se extiende por todo el rango de tamafio de las bacterias
y levaduras y ademas de la existencia natural de turbidez del medio, los datos de los métodos
opticos y la medicion de impedancia para el proceso de fermentacion mostrado en la Fig. 2

fueron Inutilizable.

Ademas, debe sefialarse que, debido a la distribucion no homogénea de los microorganismos
presentes en los granos y en el liquido, no es posible tomar muestras representativas del lote
global. En consecuencia, el recuento celular clasico de las células  en suspension  se
recurrio al uso de la camara de recuento de células Thoma, lo que permite una buena
diferenciacion manual de las levaduras y bacterias, asi como la determinacion de las unidades
formadoras de colonias (CFU) mediante su cultivo en medios nutritivos selectivos (Figura 2D).
Para un mayor desarrollo, cultivos puros aislados de granos de kéfir de agua deben utilizarse

después de que han sido analizados y bien caracterizados.



En el caso de la kombucha tradicional basada en el té hay diferencias caracteristicas en la
microbiologia involucrada. Sin embargo, los desafios para un proceso de fabricacion industrial
y una estabilidad adecuada del almacenamiento, especialmente si se quiere perseguir el

deseo del consumidor de un producto sin pasteurizar, son muy similares.

Mediante la aplicacion de métodos de analisis extensos, se puede realizar un seguimiento de
todo el proceso de fabricacion hasta el producto embotellado. El conocimiento profundo del
proceso también permite responder adecuadamente a los diversos desafios, especialmente
con los productos crudos. Un criterio de calidad importante es la evaluacién sensorial del
producto fermentado a lo largo de todo su ciclo de vida. Por ultimo, pero no menos importante,
este aspecto también determina la vida Util, asi como la aceptacién por parte del consumidor

del producto.

i

iError! Marcador no definido.: Uso de la tecnologia moderna de bio procesamiento y analisis diversos
gue acompafian a los procesos fermentativos de agua de kéfir con granos.;



