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Resumen

El kéfir ha sido ampliamente utilizado a lo largo de la historia de la humani-
dad y tiene siglos de legado. Actualmente, sus aplicaciones estan directamente
relacionadas con la salud del ser humano y ademas se han desarrollado poli-
meros cuyas aplicaciones continllan en investigacion. Este articulo de revision
pretende realizar un viaje entre sus aplicaciones y las perspectivas futuras.

En los ultimos decenios, las demandas de los consumidores en el ambito de
la produccion de alimentos han cambiado considerablemente. Los consumido-
res creen cada vez mas que los alimentos contribuyen directamente a su salud
(Mollet & Rowland, 2002). Hoy en dia, los alimentos no s6lo estan destinados
a satisfacer el hambre y a proporcionar los nutrientes necesarios, sino también
a prevenir las enfermedades relacionadas con la nutriciéon y a mejorar el bien-
estar fisico y mental (Menrad, 2003; Roberfroid, 2000a). A este respecto, los
alimentos funcionales desempefian un papel destacado; su demanda creciente
puede explicarse por el costo cada vez mayor de la atencion médica, el aumento
de la esperanza de vida y el deseo de las personas mayores de mejorar la cali-
dad de sus ultimos afios (Kotilainen et al., 2006; Roberfroid, 2000a, 2000b).

Lagranaceptaciondelosconsumidores,loselevadosgastosensalud, lanecesidadde
mejorar lacalidad de vida, retrasar el proceso de envejecimiento, el crecimiento in-
dustrialyeldesarrollodenuevosproductoshacendelkéfirunproductodealtointerés.

Keywords: Bacterias de Acido Lactico (LAB), fermentacion, actividad antioxi-
dante, recombinacion.
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Abstract

Kefir has been widely used throughout human history, involving centuries of
heritage. Nowadays, the applications of this drink are directly related to hu-
man health, besides, polymers have been developed and their applications are
still being researched. This review article aims to make a journey between
the applications that have been given to this drink and the future prospects.

In recent decades, consumer demands in the food production have chan-
ged considerably. Consumers increasingly believe that food contributes di-
rectly to their health (Mollet & Rowland, 2002). Today, food is not only in-
tended to satisfy hunger and provide the necessary nutrients for humans,
but also to prevent nutrition-related diseases and improve the physical and
mental well-being of them (Menrad, 2003; Roberfroid, 2000a). In this re-
gard, functional foods play an important role. The growing demand for such
foods can be explained by the increasing cost of health care, the steady in-
crease in life expectancy, and the desire of older people to improve the qua-
lity of their last years (Kotilainen et al., 2006; Roberfroid, 2000a, 2000b).

The great consumer acceptance, high health costs, the need to impro-
ve the quality of life, delay the aging process, industrial growth and
the development of new products make kefir a very promising product.

Keywords: Lactic Acid Bacteria (LAB), fermentation, antioxidative activity,
recombination.
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1. Introduccion

Los alimentos funcionales son pro-
ductos enriquecidos con componentes
especiales que poseen efectos fisiolo-
gicos ventajosos (Hardy, 2000; Kwak
& Jukes, 2001; Stanton et al., 2005).
Los alimentos funcionales pueden
mejorar las condiciones generales del
cuerpo, disminuir el riesgo de algunas
enfermedades e incluso usarse como
tratamiento (Acik et al., 2020; Ahmed
et al., 2013; Vinderola, Duarte, Than-
gavel, Perdigon, et al., 2005).

El uso de los probidticos y prebidticos
es conocido por la humanidad desde
hace siglos y la busqueda de sus be-
neficios para la salud esta aumentando
gracias a las investigaciones centradas
en diversos productos alimenticios.
Los investigadores tienen un creciente
interés en los probidticos de los pro-
ductos lacteos fermentados (Garrote et
al., 2010; Prado et al., 2015). Las in-
vestigaciones recientes se concentran
en las interacciones entre el huésped
y la microbiota, los mecanismos de
accion y de desintoxicacion que pue-
den influir en el sistema inmunologi-
co del ser humano o animal (ZajSek &
Gorsek, 2010).

El kéfir forma parte de los alimentos
funcionales de interés actual, su estu-
dio se enfoca en los beneficios en el
cuerpo humano asi como en la indus-
tria (Kim et al., 2019). Al ser el kéfir
un tema de actualidad, se desarrolla
una investigacion profunda de los usos
tradicionales, asi como de los moder-
nos, mediante biotecnologia e ingenie-
ria genética.

1. Kéfir: historia en la humanidad

El kéfir es una antigua bebida de le-
che fermentada originaria del Caucaso
(Margulis et al., 1997). Se utiliza am -

pliamente para la nutricion humana
debido a sus propiedades saludables.
Tradicionalmente, la bebida se pro-
duce mediante la fermentacion de la
leche con granos de kéfir, formados
por una mezcla de microorganismos
(Aryana & Olson, 2017). La mayoria
pertenecen al grupo de las bacterias del
acido lactico, pero también contiene
levaduras y bacterias del 4cido acéti-
co (Garrote et al., 2010; Lopitz-Otsoa
et al., 2006). Dependiendo de su edad,
la bebida resultante es tipicamente
acida, de sabor fuerte y parcialmen-
te viscosa (Kabak & Dobson, 2011).

El kéfir es una bebida estimulante y
gaseosa tradicionalmente producida
a través de la fermentacion de dife-
rentes tipos de leche como la de ove-
ja, vaca y cabra, entre otras. Sin em-
bargo, actualmente se han propuesto
bebidas alternativas al kéfir, susti-
tuyendo a la leche y aplicando otras
fuentes de carbohidratos, como jugos
de frutas y melaza (Harta et al., 2004).

El kéfir, tanto de leche como de agua,
es obtenido a partir de los granos de
kéfir, que tienen una forma similar
a la de la coliflor. Son elasticos, irre-
gulares, gelatinosos, de color marfil o
blanco y de tamafio variable, entre 0-3
a 3-5 cm de diametro (Garrote et al.,
2010; Gaware et al., 2011). En general,
el grano de kéfir se compone de 4,4%
de grasa, 12,1% de ceniza, 45,7% de
mucopolisacéridos, 34,3% de proteina
total (27% insoluble, 1,6% soluble y
5,6% de aminoacidos libres), vitaminas
B y K, triptéfano, Ca, P y Mg (Mars-
hall & Cole, 1985). Los granos de kéfir
pueden conservarse liofilizados, secos
o humedos; conservando sus propieda-
des nutricionales (Garrote etal.,2010).

Microorganismos del kéfir
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La distribucion del kéfir es global
y, como tal, existen diferencias en-
tre cada grano de kéfir. En la tabla 1
se muestra los microrganismos pre-
valentes de acuerdo a la region o
pais. Los andlisis moleculares y el
estudio filogenético (Dobson et al.,
2011; Gondaliya et al., 2021), han
facilitado el trabajo en la identifica-
cion de los microorganismos presen-
tes y la relacion genética entre ellos.

Produccion

Hay tres formas principales de produ-
cir kéfir: (I) el proceso artesanal, (IT) el
proceso comercial por el método Ruso
y (IIT) el proceso comercial utilizando
cultivos puros (Farnworth, 2005; Otles
& Cagindi, 2003; Rattray & O’Conne-
11, 2011), como se muestra en la Fig.1.
Ademas de leche vaca, se pueden uti-
lizar otros sustratos. Estos incluyen:
zumos de fruta, soluciones de azucar o
melaza, leche de otras especies anima-
les, leche de coco y leche de soja, entre
otros (Caiza, 2019; Harta et al., 2004,
Hsieh et al., 2012; Matos et al., 2020).

El método tradicional para elaborar la
bebida fermentada se produce afiadien-
do directamente granos de kéfir al sus-
trato. La leche cruda se hierve y se en-
fria a 20-25°C y se inocula con 2-10%
de granos de kéfir, respecto a la masa
de leche. Después de un periodo de
fermentacion, de 18 a 24 h a 20-25°C,
los granos se separan del fermentado
por filtracion con un tamiz, pueden se-
carse a temperatura ambiente y man-
tenerse a temperatura fria para ser
utilizados en la siguiente inoculacién
(O’Brien et al., 2016; Sarkar, 2008).

En el proceso industrial del kéfir, el
primer paso es homogeneizar la le-
che, seguido de pasteurizacion a
72°C por 15 s. Luego se enfria a 18-
24°C y se inocula con granos de

kéfir del 2-8% en tanques de fermen-
tacion. El tiempo de fermentacion va-
ria de 18 a 24 h. Se separa el inodculo
del liquido y se distribuye en botellas.
Después de madurar a 12-14°C duran-
te 24 h y se almacena a 4°C (Kotova
et al., 2016; Wszolek et al., 2007).

El uso de cultivos comerciales puede
normalizar la producciéon comercial
de kéfir, si la seleccion de especies y
cepas de levaduras y bacterias se lle-
va a cabo con precision y cuidado,
permitiendo asi la produccion de una
bebida “tipo kéfir” con un sabor acep-
table y buenas propiedades de conser-
vacion (Simova et al., 2002; Sulistya-
ningtyas et al., 2019). Sin embargo, es
posible que la bebida no presente las
mismas propiedades terapéuticas y
probioticas presentes en el kéfir tradi-
cional (Rattray & O’Connell, 2011).

Métodos de Caracterizacion
*  Quimicos

Para la caracterizacion quimica del
kéfir cominmente se utiliza: andlisis
de acidez (pH y % de acido lactico),
el contenido total de materia seca, gra-
sa, proteinas y cenizas (Laureys & De
Vuyst, 2014; Magalhaes et al., 2010).

* Bioquimicos

La produccion de metabolitos en la
fermentacion del sustrato por parte de
los granos de kéfir comiinmente se es-
tudia mediante el andlisis de fermenta-
cion de aztcares (Garrote et al., 2001).

¢ Moleculares

Con el avance del entendimiento de
las técnicas moleculares, cada vez
es mas facil la caracterizacion de los
microrganismos presentes en el ké-
fir. Actualmente se utiliza: pirose-
cuenciacion de 16S RNA, pirose-
cuenciacion del genoma completo
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(Dobson et al., 2011; Korsak et al.,
2015; Nalbantoglu et al., 2014; Zam-
beri, Mohamad, et al., 2016), analisis
de huella genémica (GTG)5-REP-PCR
(Gao & Zhang, 2018), analisis me-
diante DGGE-PCR (H. C. Chen et al.,
2008; Garofalo et al., 2015; Kotova et
al., 2016). El uso de técnicas molecu-
lares brinda un resultado preciso de la
composicién microbiana en la bebida.

» Filogenéticos

Conocer la biologia evolutiva de los
microrganismos presentes en el kéfir
facilita el estudio de las relaciones entre
la microbiota presente, y asi identificar
los microorganismos que proporcionan
los beneficios a la bebida (Burcu & Al-
per, 2013). La principal herramienta
empleada para este fin es la construc-
cion de arboles filogenéticos basados
en las secuencias del gen 16S rRNA
(Burcu & Alper, 2013; Gondaliya et
al., 2021; Mogheth & El Gendy, 2017).

Proceso de fermentacion

En el inicio de la fermentacion, el
contenido de sustrato corresponde a
cerca del 80% del volumen total. Se
compone de aproximadamente 90%
de sacarosa, 6% de azucares reducto-
res y 1,5% de minerales, como K, Ca,
P, Mg, Na, Fe, Mn, Zn y Cu (Guerra
& Mujica, 2010). El etanol es el prin-
cipal bioproducto del proceso de fer-
mentacion. Su concentracion aumen-
ta de forma lineal alcanzando valores
superiores al 10% del volumen total
(Satir & Guzel-Seydim, 2016). Ade-
mas, se encuentra acido lactico, aci-
do acético, manitol, glicerol, ésteres y
otros acidos organicos (Laureys & De
Vuyst, 2014). También es una fuen-
te importante de Ca, Mg, P y princi-
palmente Zn (Oliveira et al., 2019).

Durante la fermentacion del kéfir existe

una simbiosis entre bacterias aci-
do lacticas y levaduras. La hidroli-
sis de la sacarosa por la invertasa de
la levadura resulta en un aumento de
los niveles de glucosa y fructosa, ha-
ciendo disponible la fuente de carbo-
no para las LAB y favoreciendo su
crecimiento (Magalhaes et al., 2010).

Produccion de metabolitos

En diferentes estudios de los metabo-
litos producidos por el kéfir, se han
encontrado aminoacidos, péptidos y
analogos de los péptidos, hidratos de
carbono y conjugados de hidratos de
carbono, flavonoides y glucésidos de
flavonoides, isoflavonas y glucosi-
dos de isoflavonoides, glicerofosfo-
lipidos y glucosidos de terpeno (Azi
et al., 2020; Laureys et al., 2019).

Dentro de los metabolitos de mayor
importancia presentes en el kéfir esta
el Kefiran: Exopolisacéarido (EPS) del
kéfir (Tan et al., 2020), del cual se ha-
blard con mayor detalle mas adelante.

2. Kéfir: Beneficios en la salud
Actividad antioxidante

La actividad antioxidante del kéfir esta
estrechamente relacionada con la mi-
tigacion de las especies reactivas de
oxigeno y la presencia de enzimas an-
tioxidantes como se ilustra en la Fig.
2. Esta actividad se ha estudiado me-
diante los métodos de eliminacion de
2,2-difenil-1-picrilhidrazil ~ (DPPH),
inhibiciéon de la auto oxidacion del
ascorbato, ensayo de citotoxicidad,
poder reductor, eliminacidon superoxi-
do y de la inhibicion de la peroxida-
cion de los lipidos (Alsayadi et al.,
2013; Dume & Sanchez, 2019; J. R.
Liu et al., 2005; Tang et al., 2018).

Los efectos antioxidantes han
sido analizados en diferen-
tes  sustratos como el agua
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azucarada (Alsayadi et al., 2013), las
leches de vaca y cabra (J. R. Liu et
al., 2005; Yilmaz-Ersan et al., 2016),
leche de soya (Kesenkas et al., 2011)
y extracto de arroz (leche de arroz)
(Sirirat & Jelena, 2010). Ademas, se
realizaron ensayos utilizando culti-
vos Lb. plantarum (Tang et al., 2018).

Se ha determinado que los efectos an-
tioxidantes se deben a la presencia de
enzimas antioxidantes intracelulares y
sustancias no enzimaticas (Lin & Yen,
1999). Esta actividad se atribuye a la
capacidad de donacion de protones
del kéfir, su poder reductor y la acti-
vidad similar a la Superdxido Dismu-
tasa (Kesenkas et al., 2011; J. R. Liu et
al., 2005). Adicionalmente, se sugiere
que la accion antioxidante se incre-
menta por la presencia de macromolé-
culas en el sustrato, ya sean proteinas
lacteas (J. R. Liu et al., 2005; Smet et
al., 2008; Yilmaz-Ersan et al., 2016)
o compuestos fendlicos (Kesenkas
et al., 2011; Sirirat & Jelena, 2010).

Al adicionar extractos de plantas, la
actividad antioxidante aumenta signi-
ficativamente; se ha utilizado extractos
de romero en leche de burra (Perna et
al., 2019), extracto de lentejas en le-
che de vaca (Gunenc et al., 2017) y
extractos de canela o jengibre en le-
che de cabra. Se observa un aumento
del 12.4% de la actividad antioxidan-
te cuando se agrega una solucion de
canela (Setiyoningrum et al., 2019).

La eliminacion de radicales libres
aumenta de inmediato después de
afiadir los granos de kéfir al sustra-
to. Sin embargo, a mayor tiempo de
fermentacion, mayor accion (Tang et
al., 2018; Yilmaz-Ersan et al., 2016).

Actividad Antimicrobiana

La actividad
biana se ha

antimicro-
probado en

enteritidis (Jeong et al., 2017), Sta-
phylococcus aureus, Bacillus subtillis,
Escherichia coli y Pseudomonas fluo-
rescens (Sirirat & Jelena, 2010) Esche-
richia coli, Yersinia enterocolitica, Shi-
gella flexneri, Listeria monocytogenes
y Salmonella enteritidis (Santos et al.,
2003) Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, En-
terococcus faecalis, Escherichia coli,
Salmonella enteritidis, Pseudomonas
aeruginosa y Cronobacter sakazakii
(Kim et al., 2016). Incluso se ha eva-
luado la actividad antibidtica en cepas
resistentes como S. aureus resistente
a meticilina (Marques et al., 2020).

Para evaluar la antibiosis del kéfir, se
utiliza el método de la difusion de dis-
cos (Santos et al., 2003; Sirirat & Jele-
na, 2010; Ulusoy et al., 2007), median-
te medios enriquecidos con soluciones
de kéfir (Kim et al., 2016; Marques
et al., 2020; Sulmiyati et al., 2019) y
haciendo uso de EPS disuelto en el
medio de cultivo (Jeong et al., 2017).

La capacidad antifingica se ha estu-
diado en Candida albicans, C. parap-
silosis, C. tropicalis, C. stellatoidea,
C. krusei, Cryptococcus neoformans,
Rhodotorula glutinis y Torulopsis
glabrata (Cevikbas et al., 1994) y As-
pergillus flavus (Gamba et al., 2016).

La actividad antifingica se la anali-
za mediante el crecimiento de las ce-
pas de levaduras en tubos con medio
enriquecido y solucion de kéfir y se
evaliia su presencia o ausencia de cre-
cimiento (Cevikbas et al., 1994). Un
proceso alternativo es el uso de cajas
Petri con medio enriquecido con solu-
ciones de kéfir (Gamba et al., 2016).

Se ha encontrado que la familia Lac-
tobacillacea es en parte responsa-
ble de la actividad antimicrobiana
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(Marques et al., 2020) cuyo efecto se
debe a la produccion de bacteriocinas
(Atanassova et al., 1999), ademas de
la inhibicién competitiva de la adhe-
sion de enteropatogenos a las células
epiteliales (Santos et al., 2003). Se su-
giere que el efecto bactericida, al igual
que el fungicida del kéfir, en conjunto
con lo antes mencionado, se debe a la
presencia de acidos orgénicos, etanol
y diacetilo (Gamba et al., 2016; Kim
et al., 2016; Sirirat & Jelena, 2010).

Actualmente, Hamida et al. (2021)
plantean que el kéfir como bebida de
suplemento diario puede contrarrestar
las infecciones virales debido a la pre-
sencia de LAB. Se ha probado la efec-
tividad de cepas aisladas contra: Her-
pes simplex virus (Cavicchioli et al.,
2018), Rotaviruses (Olaya etal., 2016),
Enteroviruses (Sunmola et al., 2019) y
Noroviruses (Aboubakr et al., 2014).

Un posible mecanismo de accion del
kéfir contra la infeccion viral combina
la estimulacion en la produccion de ci-
toquinas, asi como el interferén gamma
(IFN-y), la interleucina (IL)-2 y la IL-
12; con la inhibicion de la respuesta in-
flamatoria al suprimir la produccion de
citoquinas, IL-6, la IL-1 y el factor de
necrosis tumoral (TNF)-o (Hamida et
al., 2021). Se muestra en la Fig.3 la ac-
cién antimicrobianay antiviral del kéfir.

Actividad Anticancerigena

Larelacion del kéfiry el cancer ha abar-
cado diferentes estudios enfocados en
la actividad antiinflamatoria (Moreira
et al., 2008), antitumoral (Liu et al.,
2002), inhibicion del crecimiento de
tumores (de Moreno de LeBlanc et al.,
2006) y accion protectora de tejidos
(El Golli-Bennour et al., 2019; Nagira
et al., 1999). Para efectuar dichos estu-
dios, se han utilizado lineas celulares

(Cevikbas et al., 1994; Hatmal et al.,
2018; Wei-sheng Hong et al., 2009),
modelos animales (Moreira et al.,
2008; Vinderola, Duarte, Thanga-
vel, Perdigén, et al., 2005) y ensa-
yos en humanos (Topuz et al., 2008).

Se descubri6 que el kéfir inhibe la pro-
liferacion de las células cancerosas
mediante la detencion del ciclo ce-
lular y la induccion de la apoptosis a
través de la regulacion al alza de Bax
y a la baja de Bcl-2 (Badr El-Din et
al., 2020; Gao et al., 2013). Aparen-
temente, el principal polisacarido del
kéfir, el kefiran, es el responsable de
las propiedades antitumorales, debido
a su capacidad para proteger las protei-
nas del dafio oxidativo de los sistemas
2,2’-azobis(2-aminopropano) dihidro-
cloruro (AAPH) y Cu2+/H202 (Chen
et al., 2015). Ademas, el kéfir pro-
mueve la secrecion de citoquinas que
evitan la proliferacion de células can-
cerosas (Wei-sheng Hong et al., 2009;
Tellez et al., 2010), por las levaduras
presentes (Smith et al., 2014). Las pro-
piedades anticancerigenas son mayo-
res a tiempos de cultivo menores, estos
resultados son coherentes con la pro-
duccion inicial de metabolitos bioacti-
vos citotoxicos (Hatmal et al., 2018).
Los mecanismos de induccion de es-
tos efectos se muestran en la Fig. 4.

El efecto anticancerigeno del kéfir de
leche puede dirigirse a todo el cuerpo,
ya que su consumo regular influye tan-
to en el tracto gastrointestinal (Can et
al., 2009; Khoury et al., 2014; Topuz
et al., 2008) como en las mamas (de
Moreno de LeBlanc et al., 2006; Zam-
beri, et al., 2016), los pulmones (Tung
et al., 2020; Vinderola et al., 2005) y
piel (Nagira et al., 1999). Este efecto
beneficioso puede ser el resultado de
la mejora de la microbiota intestinal
y del sistema inmunitario asociado
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al mayor consumo de compuestos
bioactivos producidos por el kéfir
(Lim et al., 2017; Rafie et al., 2015).

Enfermedades metabolicas

Se ha estudiado al kéfir como suple-
mento que permite una mejoria en la
obesidad (Lim et al., 2017; Tung et al.,
2020). Se ha demostrado que la admi-
nistracion de LAB, aisladas del grano
de kéfir puede acelerar la pérdida de
peso, mejorar las caracteristicas de la
salud en condiciones de obesidad y la
esteatosis hepatica en obesos preexis-
tentes (Kim et al., 2015). Se muestra
aceleracion de la pérdida de peso, la
modulacién metabolica y el metabo-
lismo lipidico hepético mediante la
intervencion de LAB en combinacion
con la dieta (Chen et al., 2018). Se
ha demostrado la capacidad del ké-
fir de inhibir la diferenciacion de los
adipocitos (Ho et al., 2013) mediante
la disminucién de la expresion en los
genes relacionados a la adipogéne-
sis (Choi et al., 2017) proceso por el
cual la grasa se acumula en las células.

Estudios demuestran que el consumo
diario de kéfir y de sus productos pue-
de dar lugar a una hipocolesterolemia
significativa (Huang et al., 2013). El
efecto en la baja del colesterol se atri-
buye a los microorganismos y com-
puestos biogénicos derivados de la
bebida (Rocha-Gomes et al., 2018;
Xiao et al., 2003). Se sugiere, que
uno de los efectos del kéfir en el trac-
to gastrointestinal implica la via del
metabolismo endogeno del colesterol,
asegurando su asimilacion y meta-
bolizacion por los microorganismos,
inhibiendo la absorcion del colesterol
en el intestino delgado (St-Onge et al.,
2000; Vujicic et al., 1992; Wang et al.,
2009; Yusuf et al., 2020). Ademas, hay
datos que sugieren que el kéfir puede

oponerse a la hipercolesterolemia me-
diante 1) la inhibicion de la enzima
HMG-CoA reductasa, enzima cla-
ve de la sintesis del colesterol (Pra-
do et al., 2015; Wang et al., 2009) y
2) la desconjugacion de las sales bi-
liares, aumentando la demanda de
colesterol para la sintesis de novo
(Wang et al., 2009; Yusuf et al., 2020).

El efecto protector del kéfir
contra el higado graso se ha estudia-
do en modelos animales. Se demuestra
que el consumo de kéfir atenta el au-
mento de la masa corporal y los con-
tenidos séricos de glutamato oxaloace-
tato transaminasa (GOT) y glutamato
piruvato transaminasa (GPT) (Chen
et al., 2016). Este efecto se produce a
través de la inhibicion de la via de la
lipogénesis hepatica en lugar de la pro-
mocidn de la utilizacion de los lipidos
(Chen et al., 2014; Kim et al., 2017).

Se han evaluado los efectos an-
tidiabéticos del kéfir en modelos muri-
nos (Ghazi Mahdi AL-Shemmari et al.,
2018; Tiss et al., 2020) y en pruebas
con humanos (Alihosseini et al., 2017;
Ostadrahimi et al., 2015). Los resulta-
dos en las pruebas en pacientes mues-
tran una disminucion no significativa
de aztcar en suero y de hemoglobina
glicosilada (HbA1C) (Ostadrahimi et
al., 2015), una disminucién no signi-
ficativa de la insulina en suero y una
disminucion significativa de la resis-
tencia a insulina evaluada por modelo
de homeostasis (HOMA-IR) (Alihos-
seini et al., 2017). En las pruebas en
modelos murinos los resultados indi-
can una disminucion de la glucosa en
suero (Ghazi Mahdi AL-Shemmari
et al., 2018), explicada por la activi-
dad de las LAB en la bebida (Honda
et al., 2012). Tiss et al. (2020) me-
diante la administracion de kéfir a
base de leche de soya, demostraron la
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reduccion de la actividad de la a-amila-
saen el intestino y pancreas, consecuen-
temente disminuy¢ el azucar en sangre.

Otros efectos en la salud humana

Los efectos contra la hipertension de
la leche fermentada con granos de ké-
fir y sus microorganismos derivados
o compuestos biogénicos se han de-
mostrado en modelos experimentales
de hipertension arterial (Amorim et
al., 2019; Kanbak et al., 2014; Yap et
al., 2016). Este efecto estd asociado
a 35 péptidos con potencial actividad
hipotensiva debido a la inhibicion de
la Enzima Convertidora de Angioten-
sina (ACE) (Amorim et al., 2019).

Se ha evidenciado la actividad antia-
lérgica del kéfir ya que, Lactobacillus
kefiranofaciens y Lb. kefiri, estimulan
la produccion de IFN-y e IL-12 in vitro
tanto en macrofagos peritoneales como
en esplenocitos (Davras et al., 2018;
Fujiwara et al., 2004; Hong et al.,
2010). Se sabe que la IL-12 desempe-
fia un papel fundamental al inducir una
respuesta inmunitaria dominante Th1 y
potenciar la inmunidad celular (Shida
etal., 1998). E1IFN-y, secretado por las
células Th1, es un antagonista del IL-4
e inhibe la produccion de IgE presente
ante alérgenos (Davras et al., 2018).

El kéfir ha sido estudiado para deter-
minar su accion en el sistema dseo.
Las investigaciones se han desarrolla-
do en modelos murinos y se ha con-
cluido que tiene un beneficio en en-
fermedades 6seas (Chen et al., 2014;
Tu et al., 2020). Los resultados indi-
can el aumento de la densidad mineral
osea trabecular (DMO), el volumen
o0seo (VB/TV), el grosor trabecular
(Tb. Th), el nimero trabecular (Tb.
N) y las propiedades biomecanicas
del fémur distal. Estos beneficios
pueden deberse al incremento de la

absorcion de calcio a través del canal
de calcio TRPV6 (Tu et al., 2015).

3. Aplicaciones biotecnolégicas

Elaboracion de alimentos fermenta-
dos

El kéfir se ha utilizado como cultivo
iniciador en la produccion de vinagre
de manzana (Viana et al., 2017), masa
madre para la produccion de pan (Har-
ta et al.,, 2004; Limbad et al., 2020;
Plessas et al., 2005), bebidas de fruta
fermentadas (Corona et al., 2016; Koh
et al., 2018; Matos et al., 2020; No-
gueira et al., 2016; Zongo et al., 2020)
y harina fermentada (de Souza et al.,
2020). El EPS del kéfir (Costa et al.,
2010; Rehman et al., 2018) y kéfir lio-
filizado (Katechaki et al., 2008; Mei et
al., 2014) han sido empleados en la ela-
boracion de diferentes tipos de queso.

Al evaluar la calidad del pan, se con-
sigui6 una buena fermentacion, me-
jor sabor y frescura durante mas
tiempo (Harta et al., 2004; Limbad
et al., 2020). La vida util del pan se
duplico, explicado por el aumento
del pH y la posible presencia de bac-
teriocinas (Plessas et al., 2007); sin
embargo, se recomienda estudios
microbiologicos para determinar las
propiedades antimicrobianas del pan.

En la produccion de queso mozzarella
haciendo uso del EPS, se observa una
mejor masticacion y dureza, mientras
un impacto leve en la resiliencia, la co-
hesion y la elasticidad. Al mismo tiem-
po, mejoro la elasticidad, la capacidad
de fundirse y la pérdida de grasa en
comparacion con el proceso tradicional
(Rehman et al., 2018). Estas propieda-
des se las atribuye al EPS, reportadas
de forma similar en la elaboracion de
queso cheddar (Costa et al., 2010).
Cuando se utiliza el kéfir liofilizado
para la elaboracion de queso duro, se
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observa una mejoria significativa de las
caracteristicas de aroma, sabor y textu-
ra 'y un aumento del grado de apertura
en comparacion el método convencio-
nal (Katechaki et al., 2008). En el que-
so Camembert se observa aumento de
la vida util y la seguridad microbiana,
mejor textura y perfil sensorial (Mei et
al.,2014), explicado todo por la presen-
cia de LAB (Leroy & De Vuyst, 2004).

Con el fin de mejorar la calidad en
los productos alimenticios, la fermen-
tacion juega un papel importante ya
que proporciona metabolitos con pro-
piedades funcionales (Stanton et al.,
2005). Para este fin, se ha elaborado
harina fermentada de la raiz de Ma-
ranta arundinacea usando los granos
de kéfir. El proceso permitio reducir la
concentracion de carbohidratos, pro-
duciendo acidos orgédnicos y promo-
viendo un aumento de los compuestos
fendlicos. También se comprobd que
la capacidad antioxidante es elevada,
lo que indica un aumento de su valor
nutricional (de Souza et al., 2020).

Produccion de vino

La fermentacion alcoholica y maloléac-
tica de zumo de manzana y uva usando
kéfir como cultivo iniciador ha sido es-
tudiada por Anastasios Nikolaou y su
equipo de trabajo. Se demuestra que
el cultivo de kéfir es adecuado para la
fermentacion alcohdlica y malolactica
simultanea de vino en un amplio rango
de temperaturas. Se indica aceptacion
durante la evaluacion sensorial pre-
liminar y niveles bajos de alcoholes
diferentes al etanol, implicando pro-
ductos de alta calidad. Sin embargo,
proponen investigaciones relacionadas
con el mantenimiento de la viabilidad
de las células cuando se interrumpe la
produccion de vino, con el fin de ajus-
tarse a las necesidades industriales y

comerciales (Nikolaou et al., 2017,
2019; Nikolaou et al.,, 2020a; Ni-
kolaou et al, 2020b; Nikolaou
et al., 2020c). En la Fig.5 se re-
sumen las aplicaciones del kéfir.

Mejorando el rendimiento del kéfir

En el proceso de mejorar las caracteris-
ticas del kéfir, se ha ensayado cambiar
el pH del sustrato (Arévalo & Quispe,
2008; Laureys et al., 2019), modificar
la temperatura (Putri et al., 2020), la
presion (Ribeiro et al., 2020), la con-
centracion inicial del inéculo (Apar
et al., 2017), evaluar la presencia de
CO2 (Kok-Tas et al., 2013), usar fer-
mentacion secundaria (Yildiz-Akgiil
et al., 2018) e incluso, anadir extrac-
tos de plantas en busqueda de mayo-
res beneficios (Aiello et al., 2020).

Al evaluar el efecto del pH en la pro-
duccién del kéfir, se observa que los
cambios en el pH optimo (4,4) gene-
ran un decremento en el crecimien-
to de la biomasa (Arévalo & Quispe,
2008). Cuando existe amortiguacion
del pH se presentan altas concentra-
ciones de carbohidratos totales re-
siduales y bajas concentraciones de
metabolitos. Ademas, se evidencia
altas proporciones de LAB con res-
pecto a las levaduras, lo que refleja
altas proporciones de acido lactico y
acido acético con respecto al etanol
(Laureys et al., 2019). Estas condi-
ciones que permiten una proliferacion
de las LAB pueden ser usadas cuan-
do se requiera de sus caracteristicas.

En la produccion de EPS, se ha de-
mostrado que la adicion de 10% de
CO2 genera un aumento significa-
tivo del producto; ademds se repor-
to un crecimiento favorable de Bi-
fidobacterium spp y Lactobacillus
acidophilus (Kok-Tas et al., 2013).
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En busca de un aumento de los be-
neficios del kéfir, se probo el uso de
una segunda fermentacion del mismo
utilizando microorganismos termo-
filos, mesofilos, levaduras y cultivos
probiodticos. En términos generales,
el uso de la fermentacion secundaria,
adicionalmente a los granos de ké-
fir, produjo mejores resultados que el
método tradicional (s6lo con granos
de kéfir) en términos de propiedades
microbioldgicas, fisicoquimicas y sen-
soriales (Yildiz-Akgiil et al., 2018).

La temperatura juega un papel impor-
tante en el proceso de fermentacion del
kéfir para la produccion de metabolitos
(Putri et al., 2020); se demostrd que la
temperatura optima para el crecimien-
to de la biomasa del kéfir es de 27°C
(Apar et al., 2017; Barao et al., 2019).
En el estudio de Apar et al. (2017) se
evidencia que la concentracion de ind-
culo de kéfir que mejores resultados
provee es el 5% w/w con respecto al
sustrato en la temperatura mencionada.

Aiello et al. (2020) en su trabajo re-
copilan los beneficios de las plantas
sobre el kéfir. El valor agregado brin-
dado permite un aumento en la activi-
dad antioxidante (Chen et al., 2018;
Gunenc et al., 2017; Perna et al., 2019;
Setiyoningrum et al., 2019), asi como
en la evaluacion sensorial (Kabakci
et al., 2020; Nogueira et al., 2016).

Se ha buscado mejorar la produccion
de los granos de kéfir utilizando fer-
mentadores de dos etapas. Los resul-
tados, indican un aumento de mas de
cinco veces el volumen de produccion
al compararla con la fermentacion de
una sola etapa, estos datos implican
una mejoria tanto tecnologica como
economica (Gorsek & Tramsek, 2008).

Modificacion genética para mejorar
las caracteristicas del kéfir

No se han encontrado investigaciones
donde se modifique las caracteristi-
cas del kéfir mediante tecnologia ge-
nética. Sin embargo, se han realizado
cambios genéticos en microorganis-
mos que se encuentran en el kéfir. A
continuacion, se muestran estudios
con mejoras de interés para el kéfir,
con perspectivas a utilizar estas cepas
modificadas para incrementar los be-
neficios en la produccion y consumo.

Lactobacillus casei, bacteria del aci-
do lactico presente en el kéfir, ha sido
modificada mediante tecnologia de
plasmidos. Se uso el vector pVE3874
para expresar el gen sodA de Lacto-
coccus lactis. Como resultado Lb. ca-
sei adquiri6 una actividad eficiente de
superoxido dismutasa de manganeso
(MnSOD) por lo que esta cepa se ad-
ministrd a ratones como tratamiento
de la colitis (Watterlot et al., 2010).

Haciendo uso de la tecnologia de en-
zimas de restriccion Smal/EcoRV y
BamHI/Xho, el gen OmpAl fue inser-
tado en el genoma de Lb. casei; la cepa
modificada se utilizé6 para inmunizar
peces contra Aeromonas veronii y los
resultados indicaron mayor actividad
de lisozima, acido fosfatasa y supe-
roxido dismutasa (Zhang et al., 2018).

Mediante el plasmido pCYT, el gen
HSP65-6P277 fue insertado en L.
lactis. La cepa fue administrada en
ratones para demostrar la disminu-
cion de la incidencia de diabetes
mellitus tipo 1. Se obtuvieron resul-
tados positivos en el tratamiento, ex-
plicados por el alza de la respuesta
inmune tipo Th-2 (Ma et al., 2014)

En Kluyveromyces marxianus, le-
vadura no convencional, se ha uti-
lizado la ingenieria genética para
mejorar la expresion de las enzi-
mas lignoceluloliticas, optimizando
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el promotor de la inulinasa y la se-
cuencia de sefial de K. marxianus
mediante mutagénesis. Se logré una
mayor expresion secretora de diferen-
tes enzimas lignoceluloliticas (Zhou
et al., 2018). Se utilizé un enfoque
similar para secretar un anticuerpo
de cadena tnica (scFv), mediante la
construccion de cepas portadoras uti-
lizando combinaciones de promoto-
res (PMDHI y PACOIl) y péptidos
sefal de secrecion (KmINUss y Sca-
MFss) (Nambu-Nishida et al., 2018).

Con la tecnologia de CRISPRi se
modularon el ciclo del acido tricar-
boxilico y la cadena de transporte de
electrones. La eliminacién simultanea
de los genes ACO2b, SDH2, RIP1 y
MSS51, dio como resultado un au-
mento de 3,8 veces en la producti-
vidad de acetato de etilo sobre la ca-
pacidad natural (Lobs et al., 2018).

Saccharomyces cerevisiae, levadura
de alto interés industrial, ha sido mo-
dificada genéticamente para mejorar
sus caracteristicas. Mediante el uso
de tecnologia de plasmidos (pUGH),
se sobreexpresd la catalasa citosolica
(CTT1) sustituyendo el promotor nati-
vo por el fuerte promotor constitutivo
TPI1. El aumento de la actividad de la
catalasa se confirm6 y posteriormen-
te se correlaciond con la disminucion
de los niveles de especies reactivas
de oxigeno (Abbott et al., 2009). Al
usar PCR de fusion, el gen Haal fue
sobreexpresado en S. cerevisiae con
la finalidad de mejorar la tolerancia
al acido acético; los resultados de-
muestran una mayor capacidad para
reducir la concentracion intracelular
del acido (Tanaka et al., 2012). En
conjunto con el pldsmido AURIOI
y el promotor HSP12, se introdujo el
gen mutante de la xilosa isomerasa
(LpXI(T63I)) en S. cerevisiae con la

finalidad de aumentar la produccion
de etanol a partir de xilosa. Los re-
sultados muestran un consumo efi-
ciente del azucar para la produccion
de alcohol (Kobayashi et al., 2018).

Se han identificado correlaciones en-
tre determinados microorganismos
del kéfir y los niveles de diferentes
compuestos volatiles, asi como la
presencia de genes necesarios para su
produccion (Walsh et al., 2016). Se
sugieren investigaciones en la sobre-
expresion, modificacién o recombina-
ciéon de estos genes para mejorar las
caracteristicas sensoriales de la bebida.

1. Kefiran: Exopolisacarido (EPS)
del kéfir

El kefiran, un polisacarido extracelu-
lar abundante en grupos hidroxilos,
es obtenido a partir de Lactobacillus
kefiranofaciens, Lb. kefirgranum, Lb.
parakefir, Lb. kefir, Lactococcus lac-
tis, y Lb. delbrueckii subsp. bulgari-
cus (Jeong et al., 2017; Micheli et al.,
1999). El biopolimero es comestible,
soluble en agua, con cantidades apro-
ximadamente iguales de D-glucosa y
D-galactosa en una secuencia de ca-
dena, cuya estructura se observa en
la Fig. 6. Este biopolimero ha atraido
atencion, debido a sus caracteristicas
unicas (Moradi & Kalanpour, 2019),
como el comportamiento reologico,
biodegradabilidad, biocompatibilidad,
efecto emulsionante, efecto estabiliza-
dor, resistencia a la hidrdlisis, propie-
dades de barrera fisica y mecanica, y la
permeabilidad al vapor de agua (Ba-
rukéi¢ et al., 2017; Chen et al., 2015;
Fels et al., 2018; Luang-In et al., 2018;
Micheli et al., 1999; Wang et al., 2008).

En busca de mejorar la produc-
cion 'y caracteristicas del kefi-
ran, se¢ ha utilizado diferentes tec-
nologias como: ensayos a varias
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temperaturas, agregados al medio y
concentracion de suero como sustra-
to. Se obtuvo el mayor aumento de la
biomasa de kefiran al usar leche orga-
nica como medio de cultivo y los pa-
rametros de incubacion: 24 h a 25°C,
con una velocidad de agitacion de 125
rpm y fuentes minerales y vitaminas
en el medio convencional (Pais et al.,
2018; Pop et al., 2014). Con el mis-
mo interés de elevar la produccion del
EPS, se probo6 la aplicacion de estrés
osmotico. Los resultados indican que
al someter la produccion de kefiran a
un estrés de 550 mOsmol.kg-1 y 1.0
g.L-1 de Triton X-100 al tiempo 0,
se obtiene un rendimiento mayor al
72.9%, con respecto a la produccion
normal (Dailin et al., 2020). El aumen-
to se explica por la acumulacion de
solutos en el citoplasma de las células
bacterianas, asegurando asi una mayor
presion interna de solutos y un flujo
continuo de moléculas de agua hacia
el interior celular (Le Marrec, 2011).

Para mejorar las caracteristicas del
kefiran se desarrollaron peliculas bio-
nanocompuestas a base de EPS con
diferentes cantidades de montmorillo-
nita (MMT) y nanoparticulas de TiO2.
Los resultados mostraron un aumento
de las propiedades fisicas y mecanicas,
proporcionando una estructura com-
pacta al anadir MMT. Mientras que,
al agregar TiO2 como nanoparticula
metalica, cambiaron los atributos de
color y aumento la transparencia de los
nanocompuestos (Zolfi et al., 2014).

Empaques

El actual problema mundial de con-
taminacién con plasticos ha genera-
do una demanda de empaques que
lo mitiguen. El kefiran, ademas de
poseer una excelente resistencia y
unas  caracteristicas  comparables

a las de los materiales de envasado
tradicionales, tiene otras ventajas,
como ser compostable, biodegra-
dable y/o comestible (Radhouani et
al., 2018). Estas propiedades lo ha-
cen amigable con el medio ambien-
te y mas sostenible a largo plazo.

Zolfi et al. (2014) demostraron que
utilizando tecnologia de nanoparti-
culas se genera una barrera eficien-
te contra el oxigeno; ademas, gracias
a la capacidad fisica y mecanica, se
vuelve impermeable al agua. En otro
estudio, se mezcld kefiran con almi-
don de maiz, las moléculas de ambos
se interrelacionan favorablemente me-
diante la formacion de fuertes enlaces
de hidrogeno entre ellas, sirviendo de
proteccion contra la difusion del agua
(Motedayen et al., 2013), solventando
el desafio de impermeabilidad de los
materiales en la industria de empaques.

Otro reto al que se enfrenta el kefiran,
en su prospeccion como empaque, €s
la acumulacion de microorganismos;
sin embargo, Rodrigues et al. ( 2005)
demostraron su eficiencia como agente
antimicrobiano. Esto pone de manifies-
to el potencial del kefiran en la industria
de empaques, enfocandose en benefi-
ciar a las futuras industrias alimentarias
en términos de mantenimiento de la se-
guridad e inocuidad de los alimentos.

Aplicaciones biomédicas

Los atributos del kefiran han desperta-
do el interés en la comunidad médica,
por lo que se ha estudiado la capaci-
dad del EPS como vehiculo de probid-
ticos. Los resultados experimentales
muestran la capacidad del kefiran de
preservar la viabilidad de los probid-
ticos con una pequeia pérdida tras
35 dias de almacenamiento a 20°C,
reduciendo la susceptibilidad de los
microorganismos probidticos libres
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a las condiciones acidas. Asimismo,
el estudio sugiere el uso del kefiran
como vehiculo de administracion de
farmacos en enfermedades gastroin-
testinales (Piermaria et al., 2015).

En conjunto con la accion probidtica
del kéfir, el kefiran puede ser utiliza-
do para el tratamiento de heridas cu-
taneas. Se ha demostrado la accion de
Lactobacillus brevis en la inflamacion
inducida a ratas ademas de acelerar el
proceso de cicatrizacion (Nasrabadi &
Ebrahimi, 2011). Se sugiere la investi-
gacion del kefiran como vendaje activo
para el tratamiento de heridas en la piel.

Conclusion

En este trabajo se ha recopilado in-
vestigaciones actuales sobre el kéfir
y sus aplicaciones a nivel mundial.
Ademas, se proponen investigacio-
nes para incrementar los beneficios
del kéfir. El potencial total del con-
sorcio microbiano todavia esta por
descubrirse. Aunque la fortaleza de la
bebida son los beneficios en la salud,
tiene aplicaciones que ain estan por
ser investigadas. Se propone la modi-
ficacion genética de los microorganis-
mos para mejorar las caracteristicas
sensoriales de la bebida e impulsar
los beneficios en la salud del consu-
midor, industria y medio ambiente.
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