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ResumEn 

El Kéfir es una bebida que tiene su origen en el Cáucaso, es elaborada a base de gránulos irregulares, de color blanco o amarillento, constituidos de proteína, microorganismos (principalmente bacterias ácido lácticas) y una matriz de polisacáridos. La microbiota simbiótica del  kéfir depende de su origen y región geográfica, sin embargo, la presencia de microorganismos considerados como probióticos (Lactobacillus y Bifidobacterium) le confiere beneficios  para la salud. En este trabajo se pretende caracterizar morfológica y bioquímicamente al consorcio de microorganismos de los granos de Kéfir de agua.

[bookmark: _GoBack]El trabajo comprende el aislamiento de microorganismos presentes en el kéfir de agua, obtenidos de cultivos artesanales del sur de la ciudad de México. Para el aislamiento se emplearon  medios enriquecidos (YM, nutritivo) y medios selectivos (WL, MRS, RBA, M17). Se aislaron 8 cepas (G3, G5, G4, G3a, G3b C1a, G1a, C2a) las cuales presentaron colonias  puntiforme, redondas, cremosas, secas, cóncavas, imbricadas, brillosas, contorno definido y otras no definido, opacas, etcétera, estas mismas cepas, en el microscopio óptico, se observan levaduras ovoides y bacterias en forma de bacilos y cocos, estos últimos Gram positivas. Se puede concluir que el kéfir presenta microorganismos que podrían tener potencial probiótico, sin embargo, se requiere realizar ensayos que lo determinen.

1. Introducción

En los últimos años existe un incremento en el consumo de alimentos nutritivos que aporten beneficios a las funciones fisiológicas del organismo humano, denominados “alimentos funcionales”, los cuales han sido definidos por la Academia Nacional de Ciencia de los Estados Unidos como “cualquier alimento o ingrediente alimenticio modificado, que pueda proporcionar un beneficio a la salud superior al de los nutrientes tradicionales que contiene” 1. Un grupo importante de alimentos funcionales lo constituyen los probióticos. Los probióticos son un conjunto de microorganismos, que al ser administrados en dosis adecuadas, son beneficiosos para la salud 2.

En la búsqueda de alimentos funcionales, se han realizado trabajos de investigación sobre el Kéfir; elaborada a base de gránulos irregulares de color blanco o amarillento; constituidos de proteína, microorganismos y una matriz de polisacáridos. La microbiota simbiótica del kéfir depende de su origen y región geográfica, sin embargo, la presencia de microorganismos considerados como probióticos (principalmente Lactobacillus y Bifidobacterium) le confiere beneficios  para la salud 3,4. En este trabajo se pretende caracterizar microbiológicamente al consorcio de microorganismos de los granos de Kéfir de agua.


2. TEORÍA

Probióticos
Definiciones recientes de probióticos los indican como “suplemento alimenticio integrado por microorganismos vivos que al ser ingerido en cantidades suficientes, proporcionan un efecto benéfico sobre la salud del huésped, mejorando su balance microbiano intestinal” 5.

Actualmente, se sabe que los principales microorganismos que tienen efecto probiótico son Lactobacillus y Bifidobacterium, además, se han incluido especies que pertenecen a los géneros Lactococcus, Enterococcus, Saccharomyces, Propionibacterium y Streptococcus thermophillus 6. Sin embargo, para obtener un efecto clínico favorable, la concentración de probióticos necesaria es ≥106 UFC/ml en el intestino delgado y ≥108 UFC/g en el colon 7. Por lo tanto, una ingesta diaria mínima de 108 – 109 células viables proporciona un efecto terapéutico y la concentración de células que lleguen al colon será la adecuada 7.

La viabilidad de los probióticos puede ser considerada como una medida de su actividad probiótica, sin embargo, hay eventos en los cuales la viabilidad celular no se requiere para llevar a cabo algunas funciones de actividad probiótica, tales como mejorar la digestión de la lactosa, modular el sistema inmune y cierto efecto contra hipertensión. En este sentido, los efectos positivos de las BAL probióticas en la salud humana han sido ligados a células no viables o componentes celulares, productos de actividad enzimática o fermentación 8.

Los principales microorganismos clasificados como probióticos se encuentran: Lactobacillus sp: L. acidóphilus, L. casei var. Shirota, L. fermentum, L. casei, L. paracasei, L. reuteri, L. rhamnosus, L. plantarum, L. bulgaricus, L. salivarius, L. cellobiosus, L. curvatus, L. lactis cremoris, L. gasseri. Bacterias del género Bifidobacteriu, B. longum, B. adolescentis, B. animalis, B. infantis, B. bifidum, B. lactis. Entre otras bactérias lácticas se tienen: Enterococcus faecium, Propionibacterium freudenreichii, Leuconostoc mesenteroides, Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis, Bacillus cereus, Clostridium butyricum, Enterococcus faecalis y, dentro de los microorganismos no lácticos se encuentran: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii, Streptococcus salivaris, Streptococcus faecium y Streptococcus diacetylactis  7.

Kéfir de agua
[bookmark: _Toc404193744]El Kéfir de agua es una bebida fermentada que se hace mediante la adición de granos de kéfir de agua, que son granos de polisacáridos que sirven como inóculo, a una mezcla de agua, azúcar (sacarosa), higos secos, y posiblemente otros ingredientes tales como limón. Después de 2 a 4 días de incubación anaeróbica a temperatura ambiente se obtiene bebida fermentada de color amarillento que tiene un sabor a fruta, ligeramente espumoso  y sabor ligeramente alcohólico, dulce y ácido. El Kéfir de agua está disponible en todo el mundo, pero todavía no se sabe cuál es el verdadero origen de los granos de kéfir de agua 9.

Los granos de kéfir de agua tienen una consistencia gelatinosa y su estructura consiste en dextrano, un polímero de glucosas unidas por enlaces α 1-6 9. Lactobacillus hilgardii fue descrito como un organismo importante para la estabilidad del grano kéfir de agua produciendo el polisacárido 9. La cepa Lb. hilgardii aislado de kéfir de agua por Waldherr fue descrito como una bacteria gránulo de formación mediante la producción de grandes cantidades de dextrano 9.

Generalmente, la microbiota de kéfir de agua es conocido por ser una asociación estable de diferentes bacterias ácido lácticas y ácido acéticas, además de levaduras 9.  Pero sólo hay pocos datos disponibles, donde se analizaron los consorcios de kéfir de agua y se identificaron diferentes microorganismos.

3. PARTE EXPERIMENTAL

A) Producción del consorcio microbiano de los granos de Kéfir de agua 

Ser sembraron matraces de capacidad e 250 mL con 125 mL de medio tradicional (agua con piloncillo) a 170 g/L, inoculados con 25 g de gránulos de Kéfir de agua (20% m/v) provenientes de cultivos artesanales del sur de la ciudad de México, e incubados a temperatura ambiente.

B) Aislamiento de microorganismos presentes en el Kéfir de agua

BACTERIAS
Para la caracterización microbiológica se tomaron alícuotas de 3 diferentes matraces cultivados en condiciones similares (como se explicó en el inciso A). Las alícuotas fueron del caldo y de los gránulos (5 g de gránulos macerados  con 5 mL de solución de NaCl al 0.85%). Se cultivaron en Agar Nutritivo y en Agar MRS pH 6.5  ± 0.12, por la técnica de varilla acodada, utilizando diluciones en serie (10-2, 10-3, 104) Las placas fueron incubadas a 37ºC. Posteriormente se sembraron colonias provenientes de las cajas de enriquecimiento en Agar MRS y M17, por la técnica de estría cruzada, incubadas a 37 ºC hasta ver crecimiento colonial (48 h). La siembra se repitió con el fin de observar una morfología colonial única en cada caja y obtener colonias puras 9.

LEVADURAS
Se realizó una resiembra en caldo YM. Los matraces resembrados contaban con 75 mL de caldo YM, pH 4.6 ± 0.15 y se mantuvieron a 30ºC, sin agitación, y la cantidad y proporción de inóculo fue igual a la que se utilizó para su producción. Después, utilizando diluciones en serie (10-2, 10-3, 10-4) se realizó una resiembra en Agar YM pH 4.6 ± 0.15, por la técnica de varilla acodada. Las placas fueron incubadas a 30ºC hasta ver crecimiento (3 – 4 días). Subsiguientemente se resembraron colonias, cuya morfología colonial era lisa, brillosas, redondas, cremosas y contorno definido, en cajas de Agar YM pH 4.6 ± 0.15, por la técnica de estría cruzada con la finalidad de separar las colonias y obtener colonias puras. Las placas fueron incubadas a 30ºC hasta ver crecimiento (3 – 4 días). En medio WL agar y RBA a 4.6 ± 0.15 se cultivaron las diferentes colonias encontradas en el medio YM (procedimiento modificado) 10.

C) Microscopía óptica de los microorganismos aislados con un microscopio electrónico.

Las bacterias fueron teñidas por Tinción de Gram y observadas al microscopio óptico con el ocular 100x. Las levaduras fueron teñidas con Azul de Metileno de Loeffler y observadas a 40x 11.

D) Caracterización de los microorganismos aislados por pruebas bioquímicas API.

Las bacterias aisladas Gram positivas, catalasa negativas, fueron identificadas con pruebas bioquímicas de fermentación de azúcares utilizando el kit API® 50 CH L (Galería de metabolismo de carbohidratos en 24-48 horas), mientras que las bacterias Gram positivas, cocos, catalasa positivas, con el kit API® Staph  (Identificación de Estafilococos y géneros relacionados) .Mientras que las levaduras fueron analizadas utilizando el kit API® 20 C AUX (Identificación de levaduras en 48-72 horas) 12.

4. Resultados

El análisis al microscopio tanto del caldo como de los gránulos de Kéfir de agua se muestra en la tabla 1 y 2. Se aislaron 5 bacterias Gram positivas y 3 levaduras, las primeras presentan morfologías de cocos en racimos y bacilos tanto largos como cortos.

Tabla 1.  Caracterización morfológica micro y macroscópica de bacterias presentes en Kéfir de agua.
	Cepas
	Morfología microscópica
	 Morfología macroscópica

	
	
	

	G3
	Cocos Gram positivos en racimos.

	M17: Colonias traslucidas cóncavas, pequeñas, contorno definido.


	G5
	Cocos Gram positivos, en cadena y en racimos.

	M17: Colonias brillosas, traslucidas, cóncavas, contorno definido.


	G4
	Bacilos Gram positivos largos, aglomerados, ligeramente curvos

	MRS: Colonias opacas, cremosas, cóncavas contorno definido.


	G3a
	Bacilos Gram positivos cortos con bordes redondeados

	MRS: Colonias grandes, opacas, contorno definido, cóncava, cremosa.


	G3b
	Bacilos Gram positivos cortos (cocobacilos), ligeramente curvos.

	MRS: Colonias pequeñas, puntiformes, traslúcidas, imbricadas, cóncavas, brillosas, contorno definido.





Tabla 2. Caracterización morfológica micro y macroscópica de levaduras presentes en el Kéfir de agua.
	Cepas
	Morfología microscópica
	 Morfología macroscópica

	
	
	

	C1a
	Levaduras redondas y ovaladas de diferentes tamaños.
	Colonias cóncava, grandes, cremosas, brillosas, contorno definido, color intenso (crecimiento en YM y RBA).

	G1a
	Levaduras redondas y ovaladas de diferentes tamaños.
	Colonias cóncavas, cremosa, contorno definido, (crecimiento en YM y RBA).

	C2a
	Levaduras ovaladas, alargadas.
	Colonias cóncavas, planas, secas, contorno irregular, opacas (crecimiento en YM, RBA y WL).



Las pruebas bioquímicas de fermentación de azúcares del kit API® 50 CH L, efectuadas a las bacterias muestran como resultado la identificación de 3 cepas de Lactobacillus (tabla 3). Mientras que los cocos, al ser identificados como catalasa positivos, se analizaron con el kit API® Staph. Las cepas de bacilos fueron identificadas como L. rhamnosus, L. paracasei ssp paracasei 2 y L. plantarum 1, estos resultados concuerdan con lo reportado por Roy en 2005.

Tabla 3. Bacterias identificadas en el Kéfir de agua.
	Cepas
	Cepa identificada
	Probabilidad (%)
	Nivel de identificación

	G3
	Staphylococcus lugdunensis
	85%
	Bueno

	G5
	Staphylococcus lentus
	95 %
	Bueno

	G4
	Lactobacillus rhamnosus
	87.76%
	Bueno

	G3a
	Lactobacillus paracasei ssp paracasei 2
	81.63%
	Regular

	G3b
	Lactobacillus plantarum 1
	81.63%
	Regular



Los resultados de las pruebas bioquímicas efectuadas a las levaduras con el kit API® 20 C AUX, que se presentan en la tabla 4, muestran la identificación de tres levaduras no clasificadas dentro de los microorganismos no lácticos reportados como probióticos por Roy en 2005, sin embargo sería conveniente evaluar la capacidad probiótica de estos microorganismos dado que no han sido reportados para sistemas similares.

 Tabla 4. Levaduras identificadas en el Kéfir de agua.
	Cepas
	Cepa identificada
	Probabilidad (%)
	Nivel de identificación

	C1a
	Crytococcus humicola
	80 %
	Regular

	G1a
	Candida guillermondii
	80 %
	Regular

	C2a
	Stephanoascus ciferril
	80 %
	Regular




5. CONCLUSIONES

Se puede concluir que en el kéfir de agua analizado se encontraron tres cepas de Lactobacillus, clasificadas como probióticos, sin embargo, se requiere realizar ensayos moleculares a las cepas encontradas ya que el nivel de identificación no es alto, así como determinar  el potencial probiótico de cada cepa. 
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