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Resumen

El kéfir es una bebida fermentada con propiedades probiéticas, que se elabora a partir de leche y se
inocula con granulos simbiéticos que contienen bacterias lacticas y levaduras. Factores como el tiempo
de fermentacion y la cantidad de granulos pueden influir en su calidad, tanto en lo fisico-quimico como
en lo sensorial. Por eso, este estudio tuvo como objetivo evaluar coémo afectan el tiempo de fermentacion
(40 y 120 horas) y la concentracién de bulgaros (2 % y 3 %) en la calidad del kéfir. Para ello, se utilizé un
disenio completamente al azar con un arreglo bifactorial (2x2), que permitié analizar no solo el efecto
individual de cada factor, sino también cémo interactian entre si. Se trabajo con cuatro tratamientos:
T1 (40 h, 2 %), T2 (40 h, 3 %), T3 (120 h, 2 %) y T4 (120 h, 3 %). Las variables evaluadas fueron
fisicoquimicas (pH y grados Brix) y sensoriales (color, sabor y textura). Los resultados mostraron que el
tiempo de fermentacion fue el factor que mas influyé en la acidez, ya que los tratamientos con 120 horas
presentaron un pH mas bajo. En cuanto a la concentraciéon de granulos, los tratamientos con 3 %
mostraron mayor peso final. No hubo diferencias significativas en los grados Brix ni en las caracteristicas
sensoriales, aunque todos los tratamientos fueron bien aceptados. Se concluye que un mayor tiempo de
fermentacion aumenta la acidez del kéfir, y que usar mas granulos mejora el crecimiento microbiano sin
afectar negativamente sus propiedades organolépticas.

Palabras clave: kéfir, fermentacion lactica, bulgaros de kéfir, calidad fisicoquimica, analisis sensorial y
diseno bifactorial.

INTRODUCCION

El kéfir es una bebida lactea fermentada originaria de la region del Caucaso, reconocida por sus
propiedades probiéticas y los multiples beneficios que puede aportar a la salud humana (Segovia
Espindola, 2022). Su elaboracion consiste en la fermentacion de leche mediante la accién de granulos de
kéfir, también conocidos como “bulgaros”, los cuales estan compuestos por una comunidad simbibtica
de bacterias acido-lacticas, levaduras y polisacaridos como el kefira, durante este proceso, la lactosa se
transforma en acido lactico, etanol, dioxido de carbono y otros compuestos que otorgan al kéfir su sabor
acido caracteristico, una textura cremosa y una notable estabilidad microbiolégica (Garofalo et al., 2015).

En los ultimos afos, el interés por el consumo de alimentos fermentados como el kéfir ha ido en aumento,
debido a sus efectos positivos en la microbiota intestinal, su potencial inmunomodulador y su capacidad
para prevenir afecciones gastrointestinales, metabdlicas e incluso cardiovasculares (Bourrie et al., 2016).
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Estas propiedades funcionales estan directamente relacionadas con la actividad metabdlica de las
bacterias y levaduras presentes en los granulos, la cual depende de diversos factores tecnolégicos como
el tiempo de fermentacion y la cantidad de inéculo utilizado (Djelveh et al., 2001) (Yu et al., 2011)

Estudios previos han demostrado que un mayor tiempo de fermentacion produce cambios significativos
en la acidez, el pH y el contenido de aztcares del producto final (Yu et al., 2011) De igual forma, una
mayor concentracion de granulos puede acelerar la fermentacién y modificar tanto la composicién
quimica como las caracteristicas sensoriales del kéfir (Segovia Espindola, 2022). No obstante, en la
elaboracion artesanal, estos parametros no siempre son controlados adecuadamente, lo que puede afectar
la calidad, seguridad y aceptabilidad del producto por parte del consumidor.

Considerando esta problematica, surge la necesidad de evaluar cémo influyen estos dos factores clave en
la elaboraciéon del kéfir. Por ello, el presente estudio tiene como objetivo analizar el efecto del tiempo de
fermentacion (40 y 120 horas) y la concentracién de granulos de kéfir (2 % y 3 %) sobre las caracteristicas
fisicoquimicas (pH, acidez titulable y grados Brix) y sensoriales del producto. La hipétesis planteada es
que un mayor tiempo de fermentaciéon y una mayor concentracién de granulos incrementan la acidez y
mejoran la estabilidad microbiana del kéfir, sin afectar negativamente su aceptacion sensorial.

MATERIALES Y METODOS
Localizaciéon

El presente estudio experimental se realizé en el Laboratorio de Alimentos de la Facultad de Agronomia
de la Universidad Mayor de San Andrés (UMSA), ubicado en la ciudad de La Paz, Bolivia

Materiales

Se empled leche entera de vaca proveniente de la Estacion Experimental Choquenaira (EECh), en el
municipio de Viacha, departamento de La Paz. La leche fue obtenida mediante ordefio higiénico y
transportada en botellas de plastico, granulos de kéfir empleados fueron obtenidos de un cultivo activo
mantenido bajo condiciones controladas en el laboratorio. Estos bulgaros estan formados por una matriz
simbiotica de bacterias acido-lacticas, principalmente Lactobacillus kefiri y Lactococcus spp., junto con
levaduras como Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces marxianus, y exopolisacaridos,
principalmente kefiran. De igual manera se utilizo materiales de laboratorio para toma de datos tales
como refractémetro, phmetro y materiales de plastico para el manejo del kéfir. La leche fue pasteurizada
para eliminar posibles contaminantes microbianos y garantizar su idoneidad para la elaboracion del kéfir.
La temperatura durante la pasteurizacion fue controlada mediante un termémetro infrarrojo digital para
la temperatura superficial y un termoémetro digital con sonda para la temperatura interna, asegurando
que se alcanzara la temperatura 6ptima (73 °C). Para asegurar su viabilidad y actividad fermentativa, los
granulos fueron activados durante cinco dias previos al inicio del experimento mediante fermentaciones
sucesivas en leche pasteurizada a temperatura ambiente (22-24 °C).

Metodologia
Unidad Experimental

Se utilizo un total de ocho unidades experimentales, cada unidad experimental es una botella de un litro,
con 750 ml de leche de la estacion experimental de Choquenaira.
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Figura 1. Unidades experimentales.
Tiempo de ensayo

Esta investigacion se realizé durante el periodo total del estudio comprendi6é una semana, desde el ordefio
de la leche hasta la realizacién de la prueba sensorial.

Descripcion de la infraestructura

Se inici6 la fermentacion de leche de kéfir utilizando una conservadora como camara de incubacion. Se
emplearon ocho unidades experimentales, consistentes en frascos individuales que contenian leche
previamente inoculada con granulos de kéfir en proporcion estandarizada. Las muestras fueron colocadas
en la conservadora para mantener condiciones relativamente constantes de temperatura durante el
periodo de fermentacién (Méndez et al., s. f.).

Treatments
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Figura 2. Distribucién del disefio bi factorial.
Toma de datos

Para el experimento se utilizaron un total de 9 litros de leche cruda, considerando una cantidad adicional
para compensar pérdidas durante el traslado, pasteurizacion y enfriamiento. La leche fue pasteurizada
mediante calentamiento hasta alcanzar 73 °C para evitar la proliferacion microbiana, seguida de un
enfriamiento controlado en bafio maria hasta llegar a 23 °C.

Una vez completado este proceso, se registraron los valores iniciales de pH, grados Brix y peso de los
granulos de kéfir. Posteriormente, se distribuyeron 750 ml de leche pasteurizada en botellas de vidrio, a
las cuales se les adicionaron las diferentes concentraciones de granulos correspondientes a los
tratamientos experimentales para iniciar la fermentacion.
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Durante el desarrollo del estudio, se tomaron mediciones de pH, grados Brix y peso de los granulos a las
40 y 120 horas de fermentacién. Ademas, se llevo a cabo una prueba de palatabilidad que evalué
caracteristicas sensoriales como sabor, color y textura del kéfir fermentado, el cual fue mezclado con
mermelada artesanal de frutilla endulzada con stevia. El periodo total del estudio comprendié una
semana, desde el ordenio de la leche hasta la realizacion de la prueba sensorial.

Mezcla de tratamientos y unidad experimental
La muestra fue constituida por 8 unidades experimentales, los factores de estudios son:
- Factor A: Tiempo de fermentacion: al: 40 horas

a2: 120 horas.

- Factor B: Concentracion de granulos de Kéfir: bl: 2 %
b2: 3 %

Implementando 4 tratamientos diferentes cada uno con 2 repeticiones, asi obteniendo las 8 unidades
experimentales

Tabla 1. Tabla de tratamientos.

Tratamientos Tiempo (horas) Granulos (%)
T1 40 2
T2 40 3
T3 120 2
T4 120 3

Se inici6 con los respectivos tratamientos con un pH inicial de la leche de 6.49 y grados Brix de 8.4, el
peso inicial de los bulgaros en los tratamientos con 2 % es de 15 g y en los tratamientos con 3 % es de
22 g. La toma de datos se realiz6 pasadas las 40 y 120 horas de fermentacion. El proceso de fermentacion
inici6 a las 15.30, a partir de ahi se calculé 40 y 120 horas para la toma de resultados.

Diserio experimental y andlisis estadistico

El presente estudio se realizé bajo un Disefio completamente al azar (DCA) con arreglo bi-factorial, con
cuatro tratamientos y dos repeticiones, en este disefio cada nivel de un factor se combina con cada nivel
del otro factor permitiendo analizar no solo de manera individual cada factor si no también su interaccion.
Los tratamientos se asignan de manera aleatoria a cada unidad experimental. E1 modelo lineal es:

Yij = p+ aij + Bij + (aP)ij + eij

Donde: Yij = una observacién cualquiera (Efecto de tiempo y concentracion); p = media poblacional;
ai = efecto fijo del i-ésimo del nivel A (tiempo de fermentacion); Bj = efecto fijo del j-ésimo del nivel B
(concentracion de granulos de kefir); (af)ij = efecto fijo de interacciéon A y B (tiempo x concentracién);
eij = error experimental.

Los datos fueron procesados utilizando el programa estadistico AgroR. Se realizé un ANOVA bifactorial
(2x2) para evaluar los efectos individuales del tiempo de fermentacion y concentracion de granulos, asi
como su interaccién. Las diferencias significativas entre medias se determinaron mediante la prueba de
Tukey HSD con un nivel de significancia de p<0.05. En caso de interaccién significativa se interpretaron
los efectos combinados. Los resultados del analisis sensorial (palatabilidad) se procesaron utilizando la
prueba CHI cuadrado.
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Variables de respuesta

pH: Determinado con un potenciéometro digital Hanna Instruments, modelo HI 2211, calibrado con
soluciones buffer pH 4.0 y 7.0. Las mediciones se realizaron después de los periodos de fermentacion.

Grados Brix: Medidos con un refractometro digital Atago PAL-1, utilizado para estimar los so6lidos solubles
presentes (principalmente aztcares residuales) en las muestras post fermentacion.

Analisis sensorial: La aceptabilidad general del kéfir fue evaluada mediante una escala hedoénica de 5
puntos, aplicada a un panel no entrenado compuesto por 20 evaluadores (estudiantes). Se consideraron
las caracteristicas de color, sabor y textura en las muestras fermentadas y mezcladas con mermelada
artesanal de frutilla.

Crecimiento de bulgaros de kéfir: Determinado mediante una balanza digital Clever, midiendo el peso de
los granulos antes y después de la fermentacion para evaluar su crecimiento.

RESULTADOS Y DISCUSIONES
PH

El efecto del tiempo de fermentacion (factor A) mostro ser altamente significativo (p<0.01), pues a mayor
tiempo de fermentacién (120 horas), el pH del producto disminuye significativamente en comparacion
con un tiempo menor (40 horas). Esto indica una mayor produccién de acido lactico por parte de los
microorganismos del kéfir a lo largo del tiempo. Por otro lado el efecto de la concentracion de granulos
(factor B) y la interaccion entre los efectos (AxB) mostr6é no ser significativo (p>0.05) y por lo tanto no
influye en el pH del Kefir. El coeficiente de variacién (CV%) fue de 1.15 %, lo que indica que hubo un
adecuado manejo de los datos, por lo cual el disefio es confiable (<30 %). ya que se obtuvo promedio por
tratamiento T1 4.27- T2 4.3- T3 4.02 -T4 3.97.

Tabla 2. Analisis de la varianza deL pH del kéfir elaborado

FV SC GL CM Fcal Valor-p Significancia
Tiempo (T) 0.16245 1 0,162450 71.4065934 0.00107443 *x
Granulos (G) 0.00045 1 0.000450 0.1978022 0.67950570 NS
Interaccion (T x G) 0.00320 1 0.003200 1.4065934 0.30125739 NS
Error 0.00910 4 0,002275

CV = 1.15 %; ns: no significativo al 5 %, **: altamente significativo al 1 %, *: significativo al 5 %. Fuente: (AgroR Shiny App, s. f.)
Brix

Ni el tiempo de fermentacion ni la concentracion de granulos de kéfir, ni la interaccion entre ambos
factores, mostraron tener un efecto estadisticamente significativo (p>0.05) sobre los grados brix del
producto final. El coeficiente de variacién (CV%) fue de 5.38 %, lo que indica que hubo un adecuado
manejo de los datos, por lo cual el disefio es confiable (<30 %), ya que se obtuvo promedio por tratamiento
T16.1-T25.85-T3 6.2 -T4 6.35 en grados Brix.
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Tabla 3. Analisis de la varianza de los grados brix del kéfir elaborado.

FV SC GL CM Fcal Valor-p Significancia
Tiempo (T) 0.180 1 0.1800 1.41176471 0.3004892 NS
Granulos (G) 0.005 1 0.0050 0.03921569 0.8526789 NS
Interaccion (T x G) 0.080 1 0.0800 0.62745098 0.4726200 NS
Error 0.510 4 0.1275

CV = 5.83 %; ns: no significativo al 5 %, **: altamente significativo al 1 %, *: significativo al 5 %. Fuente: (AgroR Shiny App, s. f.)
Peso de los bilgaros

La concentracién inicial de los granulos (factor B) de kéfir (los bulgaros), demostré ser altamente
significativo (p<0.01) en su propio crecimiento y reproduccion. Los tratamientos que comenzaron con una
mayor concentracion de granulos (3 %) mostraron un peso final superior en comparaciéon con aquellos
que usaron una concentracién menor (2 %). Esto no necesariamente nos afirma que la presencia de una
mayor concentraciéon de granulos en el producto es sinénimo de un mayor crecimiento, sino que éstas
bacterias aumentan de tamano de manera natural en ambientes beneficiosos, por lo que el aumento de
peso mayor en concentracion de granulos (3 %) era un valor esperado. En este caso ni el tiempo de
fermentacién (factor A), ni la interaccion (AxB) entre ambos factores demostré ser significativo (p>0.05) y
por lo tanto no influyen en el peso de los granulos de kéfir (bulgaros). El coeficiente de variacion (CV%)
fue de 6.05 %, lo que indica que hubo un adecuado manejo de los datos, por lo cual el disefio es confiable
(<30 %), ya que se obtuvo promedio por tratamiento T1 16.5 -T2 23.5 -T3 16.5 -T4 24.5.

Tabla 4. Analisis de la varianza del peso de los bulgaros de leche del kéfir elaborado.

FV SC GL CM Fcal Valor-p Significancia
Tiempo (T) 0.5 1 0.5 0.3333333 0.5946421643 NS
Granulos (G) 112.5 1 112.5 75.0000000 0.0009780886 *x
Interaccion (T x G) 0.5 1 0.5 0.3333333 0.5946421643 NS
Error 6.0 4 1.5

CV = 6.05 %; ns: no significativo al 5 %, **: altamente significativo al 1 %, *: significativo al 5 %. Fuente: (AgroR Shiny App, s. f.)
Prueba de palatabilidad (analisis sensoriales)
Sabor

El sabor no se vio afectado de forma significativa (p>0.05) por el efecto del tiempo de fermentacion (factor
A), la concentracion de los granulos (factor B) y la interacciéon de éstos (AxB), por lo tanto no influyen en
el sabor del kefir. El coeficiente de variacion (CV%) fue de 26.99 %, lo que indica que hubo un adecuado
manejo de los datos, por lo cual el disefio es sconfiable (<30 %).
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Tabla 5. Analisis de la varianza del sabor de la prueba de palatabilidad del kéfir elaborado

FV SC GL CM Fcal Valor-p Significancia
Tiempo (T) 1.408651e-31 1 1.408651e-31 1.579018e-31 1.0000000 NS
Granulos (G) 1.522267e-32 1 1.522267e-32 1.706376e-32 1.0000000 NS
Interaccion (T x G) 2.000000e-01 1 2.000000e-01 2.241888e-01 0.6372239 NS
Error 6.780000e+01 76 8.921053e-01

CV =26.99 %; ns: no significativo al 5 %, **: altamente significativo al 1 %, *: significativo al 5 %. Fuente:(AgroR Shiny App, s. f.)
Color

Al igual que la anterior variable el color no se vio afectado de forma significativa (p>0.05) por el efecto del
tiempo de fermentacién (factor A), la concentracion de los granulos (factor B) y la interaccién de éstos
(AxB), por lo tanto no influyen en el sabor del kefir. El coeficiente de variacién (CV%) fue de 23.7 %, lo
que indica que hubo un adecuado manejo de los datos, por lo cual el disefio es confiable (<30 %).

Tabla 6. Analisis de la varianza del color de la prueba de palatabilidad del kéfir elaborado

FV SC GL CM Fcal Valor-p Significancia
Factor A 0.3125 1 0.3125000 0.43221110 0.5128922 NS
Factor B 0.0125 1 0.0125000 0.01728844 0.8957387 NS
AxB 0.1125 1 0.1125000 0.15559600 0.6943487 NS
Error 54.9500 76 0.7230263

CV = 23.7 %; ns: no significativo al 5 %, **: altamente significativo al 1 %, *: significativo al 5 %. Fuente: (AgroR Shiny App, s. f.)
Textura

Al igual que en las dos variables anteriores la textura no se vio afectado de forma significativa (p>0.05)
por el efecto del tiempo de fermentacion (factor A), la concentracién de los granulos (factor B) y la
interaccion de éstos (AxB), por lo tanto no influyen en el sabor del kefir. El coeficiente de variacion (CV%)
fue de 20.34 %, lo que indica que hubo un adecuado manejo de los datos, por lo cual el disefio es confiable
(<30 %).

Tabla 7. Analisis de la varianza de la textura de la prueba de palatabilidad del kéfir elaborado.

FV SC GL CM Fcal Valor-p Significancia
I Tiempo (T) I 0.05 I 1 I 0.0500000 I 0.09069212 I 0.7641215 I NS I
Granulos (G) 0.05 1 0.0500000  0.09069212 0.7641215 NS
Interaccion (T x G) 0.20 1 0.2000000  0.36276850 0.5487655 NS
Error 41.90 76 0.5513158

CV = 20.34 %; ns: no significativo al 5 %, **: altamente significativo al 1 %, *: significativo al 5 %. Fuente: (AgroR Shiny App, s. f.)
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Prueba de medias Tukey

Podemos observar que con respecto al pH los tratamientos que llevaban un mayor tiempo (120) de
fermentacién resultaron ser superiores en comparaciéon con los tratamientos que llevaban menor tiempo
(40) de fermentacion esto debido a que dependiendo a si el tiempo de fermentacién es mayor el pH
disminuye significativamente.

Tabla 8. Prueba de medias tukey para la variable pH respecto al factor tiempo.

Factor Tiempo pH
120 4.2825 a
40 3.9975 b

Fuente: (AgroR Shiny App, s. f)

Tabla 9. Prueba de medias Tukey para la variable crecimiento respecto al factor granulos.

Factor Granulos Crecimiento de bulgaros
3 24.0 a
2 16,5 b

Fuente: (AgroR Shiny App, s. f)
ANALISIS SENSORIAL, METODO CHI CUADRADO

Ho= No hay una relacion entre los factores (tiempo y porcentaje de bulgaros) del Kefir elaborado con el
analisis sensorial (sabor, color, textura).

Ha=hay una relacion entre los factores (tiempo y porcentaje de bulgaros) del Kefir elaborado con el analisis
sensorial (sabor, color, textura).

Teniendo los siguientes datos donde se realiza con el promedio del analisis sensorial:

Tabla 10. Datos para realizacion método chi cuadrado.

Pruebas
Tratamiento Color Sabor Textura
T1 (al,bl) 3.45 3.7 3.65
T2 (al,b2) 3.5 3.6 3.7
T3 (a2,b1) 3.5 3.5 3.7
T4 (a2,b2) 3.45 3.55 3.55

Tomando en cuenta al 5 % en tablas tenemos un valor con 6 grados de libertad de 12.59 y teniendo un
resultado calculado de 0.007. Comparando al nivel del 5 %, aceptamos la hipétesis nula es decir que no
hay relaciéon entre el kéfir elaborado (tratamientos bi factorial de horas de fermentacion y porcentaje de
bulgaros) y el analisis sensorial (color, sabor, textura).

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con la literatura en cuanto a la influencia del tiempo
de fermentacion sobre el pH del kéfir. A medida que avanza la fermentacién, las bacterias lacticas como
Lactobacillus kefiri y Lactococcus spp. metabolizan la lactosa en acido lactico, reduciendo el pH del
producto final. Esto explica por qué los tratamientos con 120 horas presentaron niveles de acidez mas
elevados.
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Respecto al crecimiento de los bulgaros, se observdé que una mayor concentracion inicial (3 %) produjo
un incremento significativo en el peso de los granulos. Este hallazgo esta respaldado por lo mencionado
por (Garofalo et al., 2015), quienes seflalan que las condiciones ambientales y la disponibilidad de
nutrientes influyen directamente en el desarrollo y multiplicaciéon de los granulos. No obstante, el tiempo
de fermentacion no tuvo un efecto significativo sobre el crecimiento, lo cual puede estar asociado a que
los microorganismos alcanzan una fase de equilibrio tras cierto punto, como lo proponen (Segovia
Espindola, 2022)

En cuanto a los grados Brix, la falta de diferencias significativas podria deberse a una fermentaciéon
parcial de los azticares presentes. (Rodriguez-Figueroa & Antonio, s. f.) afirman que no todos los aztcares
son metabolizados en la misma proporcién, especialmente en fermentaciones de corta duraciéon. Es
posible que los sélidos solubles (sacarosa residual de la mermelada) hayan influido en esta medicion.

Por otro lado, las caracteristicas sensoriales como sabor, color y textura no presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos. Esto concuerda con estudios como el de Bourrie et al. (2016),
quienes reportan que el kéfir puede mantener su aceptabilidad sensorial incluso con variaciones en el
proceso, siempre que no se excedan ciertos umbrales de acidez. Ademas, el uso de mermelada artesanal
pudo haber enmascarado diferencias sutiles entre muestras, como lo advierte (Carasi et al., 2014).

Finalmente, la prueba de Chi cuadrado confirmé que las variaciones en los factores de fermentacion no
afectan significativamente la percepcion sensorial del kéfir. Esto es relevante, ya que permite cierta
flexibilidad en la elaboraciéon artesanal sin comprometer la aceptaciéon del consumidor.

CONCLUSIONES

Se evidenciaron diferencias altamente significativas (p<0.01) en las variables pH y crecimiento de los
granulos de kéfir, indicando que al menos uno de los factores evaluados tiene influencia sobre estas
variables. En particular, el factor tiempo de fermentacién (Factor A) impact6 significativamente en el pH,
mientras que la concentracion de granulos (Factor B) fue la que influy6 en el crecimiento de los mismos.
Por otro lado, la interaccion entre ambos factores no mostré efecto significativo en estas variables.

Respecto a los grados Brix, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05), lo que indica que ni los
factores individuales ni su interaccién influyen sobre esta variable. De manera similar, las caracteristicas
sensoriales evaluadas —color, sabor y textura— no presentaron cambios significativos en funcién del
tiempo de fermentacién, la concentraciéon de granulos ni la interacciéon de ambos factores bajo las
condiciones del estudio. Esto sugiere que, aunque los analisis sensoriales puedan beneficiarse del uso de
pruebas no parameétricas y transformaciones de datos para un analisis mas detallado, las variaciones en
los tratamientos no afectaron la aceptabilidad del producto.

Finalmente, la mayoria de los evaluadores mostré una percepcion favorable hacia el sabor y la calidad
del kéfir, lo que indica que este producto tiene potencial para lograr una buena aceptacion en el mercado
lacteo.
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