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Resumen

Los tibicos son macro-colonias de microbioglea utiles para la elaboracién de kéfir a partir de agua de pifia y otros sustratos.
En este trabajo se estudi6 la cinética de la fermentacion de kéfir de agua de pifia y la produccién de biomasa obtenida a
las 53 h fue de 36.7 g que correspondieron a un incremento del 74.6% respecto al valor inicial, con un pH de 4.67 + 0.02.
Al finalizar la fermentacién, se obtuvo una reduccién de 1.55 unidades de pH, debido al crecimiento de los tibicos y a
la consecuente produccién de etanol, favoreciendo la acidificacion del medio. Durante la fermentacién, se produce dcido
lactico, obteniendo 0.477 g de 4cido lactico/100 mL y su cinética de produccion, se ajusté a un modelo de primer orden
con una R% = 0.989, k = 5.49 h~! y t1/2 = 12.62 h. Se obtuvo una relacion lineal entre la tasa de produccion de fenoles
totales y la tasa de cambio de la actividad antioxidante lo que indic6 que los fenoles proveen, principalmente, la actividad
antioxidante pues durante la fermentacidn, éstos son liberados quedando disponibles. Se encontré un mayor niimero de
colonias en la microbioglea que en el kéfir de agua.

Palabras clave: tibicos, kéfir, cinética de fermentacion, actividad antioxidante.

Abstract

Tibicos are macro-colonies of microbioglea useful for elaboration of kefir from pineapple water. In this work, the kinetics
of the fermentation was studied and the biomass produced at 53 h of fermentation was 36.7g that correspond to a 74.6% of
the initial value, with a pH of 4.67 + 0.02. A reduction of 1.55 pH unit was achieved at the end of the fermentation, due
to growth of tibicos and production of ethanol. During fermentation, lactic acid was produced reaching a value of 0.477¢g
lactic acid/100mL and the kinetics was described with a first order model with R2 = 0.989, k = 5.49 h™! y ty2 = 12.62
h. A linear relation between total rate of production of phenols and the rate of change of antioxidant activity was found

indicating that phenols mainly provide the antioxidant activity since during fermentation they are liberated and becoming
available. A higher number of colonies were found in the microbioglea than in the kefir.
Keywords: tibicos, kefir, fermentation kinetics, antioxidant activity.

1 IIltI'OdllCCi(’)Il encuentran embebidas bacterias y levaduras, mientras
que la interna presenta una estructura esponjosa
debida a la acumulacién de CO, producido durante la
fermentacién (Lutz, 1999).

El complejo tibi produce un polisacdrido que se
encuentra constituido solo por D-glucosa, la dextrana
del tibi estd constituida principalmente por polimeros
del tipo D-1,6-glucopiranosil; la dextrana es insoluble
y la produce el complejo tibi especialmente el
Lactobacillus brevis (Horisberger, 1969).

Mediante microscopia electronica de transmision y de
barrido, Moinas et al. (1980) dilucidaron la estructura
de los granos de tibicos y establecieron que los
tibicos estan formados por una capa externa compacta
y una estructura interna esponjosa. La primera estd
densamente poblada por Lactobacillus, Streptococcus
y levaduras que se embeben en una dextrana.

Los tibicos estdn constituidos por una matriz
de polisacaridos, generalmente dextranas, dispuestos
en dos capas, la externa es compacta y en ella se
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Los tibicos pueden fermentar en diversos liquidos
azucarados, alimentdndose del azicar para producir
dcido lactico, etanol y didxido de carbono, lo que hace
que el agua esté carbonatada (Leroi y Pidoux, 1993).
Las levaduras oxidan el azicar y producen alcohol
mientras que las bacterias oxidan el alcohol para
dar lugar a 4cido acético ademds de otros productos
secundarios. Los tibicos fermentan el sustrato sobre
todo si contiene sacarosa y los aromas unicos de
las bebidas alcohdlicas producidas por levaduras, con
algunas excepciones son, frecuentemente, el resultado
de los componentes mencionados anteriormente
(Noble, 1978; Gamero et al., 2013).

Los compuestos con grupos carbonilo, azufre
y varios compuestos fendlicos son otros tipos
de subproductos de la fermentaciéon con levadura
que afectan el aroma de las bebidas alcohdlicas
(Suomalainen y Lehtonen 1979). Los compuestos
carbonilo de gran interés son los aldehidos que
son intermediarios en la formacién de alcoholes.
El diacetilo y 2,3-pentanodiona se forman durante
la fermentacién por la descarboxilaciéon de los
dcidos a-acetolactico y a-aceto-a-hidroxibutirico
(Suomalainen y Lehtonen, 1979). Estos compuestos,
contribuyen al aroma en productos fermentados
(Tressl et al., 1980). Los compuestos fendlicos
producidos durante una fermentacién alcohdlica con
levaduras son derivados de la catélisis del 4cido p-
cumdrico, dcido fertilico y vanillina (Ettayebi et al.
2003; Meaden 1998; Suomalainen y Lehtonen 1979).
Los productos fendlicos formados por la accién de
la levadura son, 4-etilfenol, 4-etilguayacol, y 4-metil
guayacol (Suomalainen y Lehtonen 1979).

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar la
cinética de kéfir de pifia fermentado por tibicos, asi
como estudiar la actividad antioxidante y el contenido
de compuestos fendlicos de este producto.

2 Materiales and métodos

2.1 Produccion de biomasa

Los tibicos fueron adquiridos en el Estado de México e
hidratados en un matraz de 3 litros al que se le adicion6
como sustrato piloncillo 5% p/v. La fermentacion se
realiz6 por 72 h (Villegas et al., 2016).

2.2 Cinética de fermentacion a partir de
agua con pina

Para la elaboracién del medio (Camacho-Ruiz et al.,
2016), se pesaron 12.5 g de aziicar mascabada y
se agregaron a 237.5 mL de agua potable en un
frasco de 1000 mL. Se adicionaron 2 g de pifia (4
piezas) y 12 g de tibicos. A partir del lote madre se
realizaron 8 fermentaciones por lote por duplicado y
posteriormente se llevé a cabo la cinética, misma que
se realizo durante 53 h con toma de muestras a las 0,
6, 10, 23, 29, 33,48 y 53 h.

2.3 Andalisis fisicoquimico de kéfir de agua
2.3.1 Determinacion de solidos solubles (°Brix)

Se realiz6 de acuerdo a la NMX-F-436-SCFI-2011
usando un refractometro ATAGO modelo 57687
(Japén) y se basa en obtener el indice de refraccion
de soluciones que contengan principalmente sacarosa.

2.3.2 Determinacion de pH

Se determiné de acuerdo a la norma NMX-F-317-S-
1978 y se realiz6 directamente del fermentado con un
potenciometro (HACH Sens ion 1, modelo: 51700-23,
code: 1012 s/n 0C210092. China, Electrodo: HANNA
instruments, part code: HI 1332B, Cot. Nr: 15324).

2.3.3 Determinacion de acidez titulable

Se tomaron 5 mL de kéfir en un matraz Erlenmeyer
de 50 mL y se adicionaron 35 mL de agua destilada
con 2 gotas de fenolftaleina. La titulacion se realiz6
con NaOH 0.01 N hasta pH de 7 y se registré el
volumen utilizado de NaOH por muestra (Rubio et al.,
1993). La acidez titulable se expresé como g de acido
lactico/100 mL utilizando la Ecuacién 1.

g dcido lactico  mLNaOH «* NNaOH(meq/mL) « pEq

100ml Alicuota*1000 M

Donde: mL NaOH es el gasto de NaOH; N NaOH es la
normalidad del NaOH; pEq es el peso equivalente de
acido lactico (0.09 g/meq) y la alicuota utilizada fue
de 5 mL.

Se sigui6 la cinética de primer orden de
incremento de acidez titulable, misma que fue ajustada
segin el modelo dado por la Ecuacion (2).

(Al
In m = —kt (2)
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En la que [A] es la concentracién de A al tiempo t,
[A], es la concentracién inicial de A, k es la constante
de velocidad de reaccién y t es el tiempo de reaccion.

Asimismo, se obtuvo el tiempo de vida media
(t1/2) de la concentracion inicial A (Ec. 2) que indica
el tiempo en el que A, reduce su concentracién en un
50% de acuerdo a la siguiente ecuacion:

0.693

typ = = (3)

2.3.4 Produccion de etanol

Se determiné de acuerdo a la NOM-142-SSA1-1995
con modificaciones. Se tomaron 100 mL de muestra en
un sistema de destilacidn. El destilado se midid y afor6
a 100 mL con agua destilada. Posteriormente se midi6
la concentracién de alcohol con un alcoholimetro con
escala °Gay Lussac a 20 °C. La lectura obtenida se
convirtié a mg etanol/mL utilizando la densidad del
etanol (0.789 g/mL).

2.4 Actividad antioxidante y contenido
fendlico

El método empleado fue propuesto por Williams et
al. (1995) con algunas modificaciones de Mishra
et al. (2012). Se tomaron 10 mL del caldo de
fermentacién por cada punto de la cinética y se
evaporaron al vacio a 45°C hasta un volumen final
de 3 mL (Espinosa-Veldzquez et al., 2016; Gémez-
Sampedro y Zapata-Montoya, 2016). Se realizé una
dilucién 1:1 de metanol y HCOOH al 3% mismos
que se sonicaron a una frecuencia de 20.5 kHz
por 10 min, posteriormente fueron agitados por 30
min y finalmente centrifugados por 10 min a 3250
rpm. El sobrenadante se evapord al vacio a 35°C
hasta un volumen final de 3 mL. Los extractos se
mantuvieron refrigerados a 4°C hasta su uso. Previo a
la determinacién de actividad antioxidante por DPPH
y contenido de compuestos fendlicos, los extractos se
centrifugaron a 12000 rpm por 10 min.

2.4.1 Determinacion de actividad antioxidante por
DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Los extractos fueron filtrados a través de discos con
porosidad de 45 um. La reaccion se inici6 adicionando
una solucién de DPPH (50 uM) en metanol con 1
mL del extracto y se mantuvo a 25°C por 30 min en
la oscuridad. Posteriormente, se midié la absorbancia
a 717 nm (Hernandez-Carrillo et al., 2015). Como
blanco se utiliz6 metanol al 80%. Se calculd el

WWW.rmiq.org

porcentaje de inhibicién a partir de la Ecuacién 4. La
curva estandar fue construida con Trolox y el resultado
se reporta en umoles equivalentes de Trolox/mL.

AbSC - AbsM

% Inhibicion = ( Absc

)* 100%  (4)

Donde Absc es la absorbancia control y Absy, de la
muestra.

2.4.2 Determinacion de fenoles totales

Se empled la técnica colorimétrica propuesta por
Singleton y Rossi (1965) con modificaciones por
Ceron-Montes et al. (2015). Se colocaron 200 uL de
muestra y 200 uL del reactivo Folin Ciocalteu, dejando
reaccionar por 6 minutos y se detuvo la reaccion
adicionando 4 mL de bicarbonato de sodio al 2 %. La
solucién se dejé reposar por 30 minutos. Al término
de este tiempo se midio la absorbancia a 765 nm en un
espectrofotdmetro Perkin-Elmer lambda 35. Se utiliz6
una curva estdndar de dcido gélico y se reportaron los
equivalentes de 4cido galico (EAG).

2.5 Microbiologia del kéfir de agua de pifia
y microbioglea

2.5.1 Determinacion de microbioglea

Se tomaron 1 mL de los tibicos y kéfir a las 29
h de fermentacién para el andlisis morfolégico. Las
diluciones de los tibicos se realizaron hidratando 1 g
en agua peptonada estéril al 0.1% (Escobedo, 2014).
Para la determinacion de la microbioglea se realizaron
diluciones seriadas y se inoculé 1 mL por dilucién
durante 37 h.

2.5.2 Identificacion de bacterias aerobias

Se identificaron de acuerdo a la NOM-092-SSAl-
1994. Se inocularon por duplicado muestras de tibicos
y kéfir preparadas segiin la NOM-110-SSA1-1994.
La siembra se realiz6 por el método de rastrillo en
Agar Cuenta Estdndar (ACE) y se dejo un blanco sin
sembrar como control. La incubacién fue en posicion
invertida por 48 h a 37°C (NOM-092-SSA1-1994).

2.5.3 Identificacion de hongos y levaduras

Se realiz6 de acuerdo a la NOM-111-SSA1-1994. 1
mL de la muestra liquida se colocd por duplicado en
cajas Petri. Se vertieron de 15 a 20 mL de medio
Agar Papa Dextrosa (PDA) acidificado a un pH de 3.5
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y se dejé un blanco como control. La incubacién se
realiz6 por método de rastrillo por 3, 4 y 5 dias y para
la identificacion se utilizaron las placas conteniendo
entre 10 y 150 colonias.

2.5.4 Identificacion de bacterias acido-ldcticas

Se llevé a cabo de acuerdo al método de Rubio et al.
(2014) con modificaciones. Se empled el agar MRS
adicionando 1 mL y se incubo a 36°C por 48 h. Se
mantuvo un blanco como control.

2.6 Andlisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se
expresaron como media + error estdndar. Se llevo
a cabo un ANOVA utilizando el software SigmaStat
3.5 (Systat Software Inc., EE.UU.), el nivel de
significancia para cada prueba fue 2a = 0.05. Todos
los andlisis estadisticos se realizaron con el software
Design Expert y XLSTAT.

3 Resultados y discusiones

3.1 Produccion de biomasa del fermentado
de tibicos en agua de pinia

Como se observa en la Figura 1, la produccién de
biomasa obtenida a las 53 h fue del 36.7 g que
corresponden a un incremento del 74.6% respecto
al valor inicial, con un pH de 4.67 + 0.02. Stadie
et al. (2013) reportan que el pH 6ptimo para el
crecimiento de tibicos es cercano a 4.0. Horisberger
(1969) reporté que, durante la fermentacién, los
tibicos forman dextranas con los aziicares presentes en
el medio, por lo que la disponibilidad de los azicares
en la pifla facilita la produccién de biomasa. Por
otro lado, Reib (1990) observé que, a los 18 dias de
fermentacion con higos, la produccion de biomasa de
los tibicos alcanz6 un 70% del valor inicial, lo que
indica que es mds eficiente la produccién de biomasa
en pifia que en higos pues se realiz6 en un tiempo
considerablemente mds corto. Asimismo, el porcentaje
de humedad encontrado en nuestro producto fue del
83.83 + 0.12% que es similar al reportado por Ulloa y
Herrera (1981).

3.2 Andlisis fisicoquimico del kéfir de agua

En la Figura 2, se observa el contenido de sélidos
solubles (°Brix) durante la fermentacion de tibicos en
pina.

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)

Fig. 1. Produccién de biomasa de tibicos en agua de
pifia.

55

»
S & o

Sélidos solubles (°Brix)

w
wn

3
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (h)
Fig. 2. Variacién de sélidos solubles del kéfir de agua
de pifia.
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Fig. 3. Variacion de pH del kéfir de agua de pifia.

Durante las 53 h de fermentacién se presentd
una disminucion de 1.71% °Brix (de 5.03 a 3.32)
debido al uso de los azicares como sustrato durante
la fermentacion (Rubio, 1993).

En la Figura 3, se observa la variaciéon de pH
durante la fermentacion. Al finalizar la misma se
obtuvo una reduccién de 1.55 unidades de pH, debido
al crecimiento de los tibicos y a la consecuente
produccién de etanol, favoreciendo la acidificacién
del medio. EI pH en medios con fruta como la piiia,
disminuye debido a la formacién de 4cidos lactico y
acético a partir de etanol (Rubio, 1991; Liu, 2011).

WWW.rmiq.org
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Fig. 4. Produccién de 4cido lactico del kéfir de agua
de pina.
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Fig. 5. Modelo matemdtico de la cinética de primer
orden aplicado a la produccién de 4cido lactico en el
kéfir de agua de pina.
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Fig. 6. Produccién de etanol en el kéfir de agua de pifia.

La variaciéon de acidez titulable durante Ia
fermentacion, se observa en la Figura 4. Durante la
fermentacién, se produce 4cido lactico, obteniendo
0.477 g de 4acido lactico/100 mL. Estudios reportados
de fermentados de piloncillo muestran una acidez de
0.34 g de 4cido lactico/100 mL (Radazzo et al., 2016)
que es menor a la obtenida en agua de pifia. La cinética
se ajusté a una cinética de primer orden con una R? =
0.989 (Figura 5) y los parametros correspondientes a
la produccién de 4cido lactico durante la cinética de
fermentacién (Ec. 2 y Ec. 3) fueron, k = 549 h™! y
hy = 12.62 h.
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Fig. 7. Variacion de la actividad antioxidante del kéfir
de agua de piiia.

La produccién de etanol (Figura 6) fue de 0.08
mg/mL a las 29 h de fermentacién. El tiempo al
cual se encontré la concentracién maxima depende de
la disponibilidad de los azicares presentes en cada
medio, pues de esto depende, el crecimiento de los
microorganismos (Rubio et al., 1993). Su produccién
se atribuye principalmente a la presencia de levaduras
fermentadoras como S. cerevisiae, C. guilliermondii,
asi como a las bacterias B. polymyxa, B. coagulans, y
bacterias heterolécticas, que son capaces de producir
etanol a partir de la fuente de carbono (Rubio e al.,
1993).

3.3 Actividad antioxidante y contenido de
compuestos fendlicos

La actividad antioxidante analizada por DPPH
se observa en la Figura 7. Durante el tiempo
de fermentado se observé una disminucién de
actividad antioxidante durante las primeras 24 horas
y posteriormente un incremento hasta la actividad
inicial debido a la concentracion de &acido lActico,
enzimas intracelulares y extracelulares (Dominguez-
Herndndez et al., 2016) que varian durante la
fermentacién (Rubio et al., 1993) y por la presencia
de flavonoides y compuestos fendlicos presentes en
la pifia (Hossain y Rahman, 2011; Pérez-Alonso et
al., 2015). Los resultados de Lin y Chang (2000)
indican que la capacidad de eliminacién de radicales
de las células intactas y los extractos intracelulares
de B. longum y L. acidophilus contribuyen al efecto
antioxidante. Alsayadi et al. (2013) encontraron
que las muestras de kéfir de agua presentan una
excelente capacidad de captacién de los radicales en
comparacién con otros estudios realizados con leche
de soya, suero de leche, leche de vaca, leche de cabra
y leche de arroz.
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Fig. 8. Produccion de fenoles totales en el kéfir de agua
de pifia.
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Fig. 9. Velocidad de cambio de capacidad antioxidante
con relacion a la velocidad de cambio del contenido de
fenoles totales.

Los extractos libres de células en algunas cepas
de bacterias dcido-lacticas han mostrado una actividad
antioxidante con tasas de inhibicién de la auto-
oxidacion de ascorbato (Alsayadi er al., 2013).
Mecanismos antioxidantes tales como la capacidad
quelante de iones metdlicos y el barrido de especies
reactivas del oxigeno contribuyen a la actividad
antioxidante (Lin y Yen, 1999).

En la Figura 8, se muestra la produccion de fenoles
totales durante las cinéticas de fermentacion, con una
concentracion maxima de 19.78+0.31 mg equivalentes
de 4cido galico/L a las 53 h. Randazzo et al. (2016)
desarrollaron bebidas fermentadas con tibicos para
consumo moderado adicionado con jugos de frutos
para cada bebida a los cuales les determind la cantidad
de fenoles totales dando como resultado 176.4 mg/L
para el kéfir adicionado con jugo de manzana y 61.69
mg/L para kéfir adicionado con jugo de uva ambos
expresados como mg equivalentes dcido galico/L.

En la Figura 9 se muestra la relacién entre
la tasa de produccién de fenoles totales y la tasa
de cambio de la actividad antioxidante. Se obtuvo
una relacién lineal (R?>= 0.996) lo que indicé que

los fenoles proveen, principalmente, la actividad
antioxidante pues durante la fermentacién, éstos
son liberados quedando disponibles. Los bajos
valores encontrados de concentracién de fenoles
pueden deberse a la poca fruta que se afiade al
medio y cuyos compuestos fendlicos se liberaron
durante la fermentacién, dejando expuestos los
grupos hidroxilo. Las producciones de sabores
fendlicos en bebidas fermentadas se atribuyen a
cepas de Saccharomyces cerevisiae y otros géneros de
levaduras como Rhodotorula, Candida, Cryptococcus,
Pichia, Hansenula, Dekkera, 'y Brettanomyces
que contrubuyen a malos “sabores fendlicos” en
productos vinicolas (Coghe et al. 2004; Edlin et
al. 1995; Shinohara et al. 2000). Adicionalmente,
los microorganismos que se han encontrado en
tibicos son Saccharomyces cerevisiae, Pichia
radaisii, Brettanomyces intermedius, Bettanomyces
claussenii, Candida guilliermondii, Candida valida,
Cryptococcus albidus, Rhodotorula rubra (Ruiz-
Oronoz, 1932; Estrada-Cuellar, 1985; Rubio et
al., 1993). Estos microorganismos pueden ser los
responsables de la presencia de los fenoles en el kéfir
de agua de tibicos.

3.4  Microbiologia del kéfir de agua de pinia

En la Tabla 1, se presenta la morfologia colonial de
las macrocolonias y microbioglea de kéfir de agua
de pifia en los medios de cultivos MRS, ACE y
PDA. Las morfologias y crecimientos en la tercera
dilucién presentaron las mismas caracteristicas entre
la microbioglea y el kéfir, por lo que el kéfir albergd
los mismos microorganismos que la microbioglea
(Laureys y De Vuyst, 2014). La morfologia observada
correspondié a colonias de levaduras alargadas y
redondas, asi como a ascosporas con hifas.

Se encontr6 un mayor nimero de colonias en
la microbioglea que en el kéfir de agua debido a
que los tibicos estdn formados por una capa externa
compacta y una estructura interna esponjosa. La
primera estd densamente poblada por bacterias y
levaduras que se embeben en la dextrana, mientras
que la interna presenta una estructura esponjosa
debido a la acumulacién de CO; producido durante la
fermentacién (Lutz, 1999; Moinas et al. 1980).

No obstante, la ausencia de Lactobacillus no se
observé cémo lo reporté Ronald (2007), donde el
complejo tibi produce un polisacdrido de dextrana
constituido principalmente por D-1,6-glucopiranosil,
insoluble y producido por Lactobacillus brevis.
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Tabla 1. Morfologia colonial de la microbioglea y kéfir de agua de pifia e incubada en medio MRS, ACE y PDA.

MRS ACE PDA
Microbioglea Kéfir Microbioglea Kéfir Microbioglea Kéfir
Dilucién -3 -3 -3 -3 -3 -4
Forma Circular Circular Puntiforme Puntiforme Rizoide Rizoide
Color Crema Crema Crema Crema Rosa palido Rosa palido
Borde Entero Entero Entero Entero Ramoso Ramoso
Superficie Lisa Lisa Lisa Lisa Filamentosa Filamentosa
Elevacion Convexa Convexa Convexa Convexa Convexa rugosa  Convexa rugosa
LL{Z Traslucido Traslucido Mate Mate Mate Mate
reflejada
Luz
transmitida Opaco Opaco Opaco Opaco Opaco Opaco
Aspecto Himedo Hdmedo Humedo Hldmedo Seco Seco
T'gcr'g;de Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
C_rlstal NA NA NA NA Algrgadas y Algrgadas y
violeta circulares circulares

Man-Rogosa-Sharpe (MRS), Agar Cuenta Estandar (ACE), Papa Dextrosa Agar (PDA), No Aplica (NA).

Sin embargo, la manera de crecer bacterias acido- indicé que los fenoles proveen, principalmente, la
lacticas es en un ambiente microaerofilco en medio actividad antioxidante pues durante la fermentacion,
MRS (Rubio et al. 1993). A su vez, el kéfir de éstos son liberados quedando disponibles. Se encontrd
agua es un medio muy demandante para el género un mayor nimero de colonias en la microbioglea que
Lactobacillus debido a su baja concentraciéon de en el kéfir de agua.
aminoacidos esenciales (Stadie et al., 2013) limitando
su crecimiento. L Agradecimientos
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