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PALABRAS CLAVE Resumen El kéfir de agua es una bebida fermentada que ha experimentado un creciente
Kéfir de agua; interés popular en su produccion, comercializacion y consumo. Sin embargo, no se encontraba
Codigo Alimentario contemplada en el Cddigo Alimentario Argentino (CAA). El objetivo de este trabajo fue deter-
Argentino; minar caracteristicas microbiologicas y fisicoquimicas de muestras de kéfir de agua producidas
Comision Nacional de por emprendedores argentinos, con la intencion de reunir la informacion minima necesaria para
Alimentos que la Comision Nacional de Alimentos (CONAL) genere un articulo que incorpore dicho producto

en el CAA. Para esto, 31 productores de kéfir de agua de diferentes ciudades del pais fueron
invitados a enviar muestras de sus productos al Laboratorio Nacional de Referencia del Instituto
Nacional de Alimentos (INAL, Buenos Aires, Argentina). En el periodo diciembre 2021-febrero
2022, se recibieron en el INAL 13 muestras de kéfir de agua, junto con la informacion corres-
pondiente sobre su forma de produccion. Estas muestras presentaron un pH entre 2,9y 3,7, una
acidez titulable entre 6 y 16,6 (ml de NaOH 1N/100 ml de muestra) y un contenido de alcohol
entre 0,58 y 2,55 (%, v/v), con un recuento de bacterias lacticas del orden de 1 x 107 UFC/ml,
de levaduras de 1 x 106 UFC/ml y de enterobacterias < 10 UFC/ml. Los resultados permitieron
disponer de datos locales que culminaron en la publicacion, el 12 de agosto de 2024, de la
resolucion conjunta 7/2024 de la Secretaria de Calidad en Salud y Secretaria de Bioeconomia
por la cual se incorpor6 al CAA el articulo 1084 tris al capitulo XIIl de bebidas fermentadas,
referente al kéfir de agua.
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Analysis of sugary kefir samples for the development of a regulatory framework in
the Argentinian Food Code

Abstract Water kefir is a fermented beverage that has experienced a growing popular interest
in its production, commercialization and consumption. However, it was not contemplated as
such in the Argentine Food Code (CAA, Spanish acronym). The aim of this work was to determine
some microbiological and physicochemical characteristics of water kefir samples produced by
Argentine entrepreneurs, to have the necessary information for the National Food Commission
(CONAL, Spanish acronym) to generate an article incorporating water kefir in the CAA. For
this purpose, 31 water kefir producers from different cities of the country were invited to
send samples of their products for microbiological and physicochemical analysis to the National
Reference Laboratory of the National Food Institute (INAL, Spanish acronym) (Buenos Aires,
Argentina). In the period December 2021-February 2022, a total of 13 samples were received,
together with the corresponding information on their production process. The samples analyzed
showed a pH between 2.9 and 3.7, a titratable acidity between 6 and 16.6 (ml of NaOH 1N/100 ml
of sample), an alcohol content between 0.58 and 2.55 (%v/v), a lactic acid bacteria count of
1x 107 CFU/ml and a yeast count of 1 x 10® CFU/ml, with enterobacteria counts lower than
10 CFU/mLl). The results provided local data that culminated in the publication, on August 12,
2024, of the joint resolution 7/2024 of the Secretariat of Quality in Health and Secretariat
of Bioeconomy by which article 1084 tris was incorporated to the CAA in the chapter XIII of
fermented beverages, referring to water kefir.

© 2025 The Authors. Published by Elsevier Espana, S.L.U. on behalf of Asociacion Argen-
tina de Microbiologia. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduccién

El kéfir de agua es una bebida fermentada que se obtiene
por la fermentacion de agua azucarada con granulos o nddu-
los de kéfir de agua, denominados también «tibicos». Dichos
granulos son comunidades complejas de bacterias acido-
lacticas y acéticas y de levaduras. Estos organismos conviven
simbidticamente en una matriz de polisacaridos y son los
responsables de la fermentacion*. La bebida se prepara
colocando los granulos en una solucion que contiene azu-
car y que puede contener, o no, frutas pasas, jugo de frutas
y trozos de fruta fresca, para que tenga lugar la fermen-
tacion. Este proceso dura generalmente entre 24y 72h y
da como resultado una bebida turbia, carbonatada, acida
y ligeramente alcohdlica, que contiene microorganismos en
cantidades variables?'.

Durante el proceso de fermentacion descrito, las espe-
cies microbianas presentes en los granulos de kéfir de agua
se multiplican y migran al medio liquido?, donde continian
su multiplicacion. Esto le otorga al producto final su com-
posicion microbiana, la cual dependera de factores como
la naturaleza de los granulos y las condiciones de elabora-
cion del producto. La utilizacion de granulos y la presencia
de esta poblacion microbiana mixta de bacterias y levadu-
ras en el producto final son condiciones fundamentales para
que la bebida sea considerada genuinamente como kéfir de
agua'®. La acidez del kéfir de agua, indicada por un valor de
pH usualmente inferior a 4, genera un ambiente desfavora-
ble para el desarrollo de microorganismos potencialmente
patdgenos*. Una vez concluida la fermentacion, los granu-
los son removidos y la bebida esta lista para su consumo.
En algunos casos, la fermentacion se continla sin los granu-

los (denominada «segunda fermentacion»), en presencia o
ausencia de frutas trozadas o jugo de frutas.

Numerosos estudios clinicos en humanos demuestran los
potenciales efectos benéficos del kéfir de agua', lo que ha
generado un creciente interés popular en su produccion,
comercializacion y consumo. Si bien hasta hace unos afos la
produccion de kéfir de agua era principalmente hogareia, la
creciente demanda ha propiciado la aparicién de emprendi-
mientos, mayoritariamente a cargo de pequefos y medianos
productores, que ofrecen sus productos por redes socia-
les o en locales comerciales relacionados con habitos de
vida saludable (popularmente conocidos como «dietéticas»).
Este cambio derivd en la necesidad de establecer un marco
regulatorio para este producto que garantice parametros
minimos de inocuidad, calidad e identidad del kéfir de agua.

Hasta la realizacion de este trabajo, esta bebida fermen-
tada no contaba con un espacio en el Codigo Alimentario
Argentino (CAA). El objetivo primario de este trabajo fue
determinar el contenido de bacterias lacticas, mohos y leva-
duras, de alcohol y de enterobacterias en muestras de kéfir
de agua producidas por emprendedores argentinos, precisa-
mente para que la Comision Nacional de Alimentos (CONAL)
cuente con datos reales que le permitan definir parametros
de calidad en el kéfir de agua y pueda asi incorporar este
producto al actual CAA.

Materiales y métodos

Muestras de kéfir de agua

Un total de 31 productores de kéfir de agua que ofrecian su
producto a través de la red social Instagram fueron invi-
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Tabla 1 Caracteristicas de elaboracion de las muestras de kéfir de agua analizadas

Parametro de elaboracion

Cantidad de muestras

Duracion de la primera
fermentacion

Cantidad de azGcar

Temperatura de fermentacion

Otros agregados

Segunda fermentacion

Agregados posfermentacion

24h o menos 4
Hasta 48 h 7
Mas de 48h 2
25g/l 0 menos 3
Hasta 50 g/l 7
Mas de 50g/1 3
Menos de 25°C 2
25°C o mas 11
Frutas 6
Jugos 1
Frutas y jugos 1
Ninguno 5
Con azlcar y fruta 4
Solo fruta o jugo 3
No 6
Jugos 11
No 2

tados a participar de este estudio mediante el envio de
una muestra del producto para su analisis en el Laboratorio
Nacional de Referencia (LNR) del Instituto Nacional de Ali-
mentos (INAL), ubicado en la Ciudad Auténoma de Buenos
Aires (CABA). Trece productores de kéfir de agua respondie-
ron a esta convocatoria, enviando una muestra dentro de las
72 h de su elaboracion. Se recibieron muestras de CABA, Pro-
vincia de Buenos Aires, Santa Fe, Tucuman, Rosario, Chaco
y San Luis, junto con la informacion correspondiente a la
forma de elaboracion. Las muestras llegaron al LNR refri-
geradas, condicion que se mantuvo hasta el momento del
analisis.

Determinaciones microbiolégicas y fisicoquimicas

Las muestras de kéfir de agua se diluyeron en forma
seriada (1:10) en agua de peptona tamponada estéril.
Las diluciones se sembraron en agar DRBC (dicloran-rosa
bengala-cloranfenicol, Oxoid, Reino Unido) para el recuento
de mohos y levaduras totales (norma ISO 21527-1:2008°%),
en agar MRS (Biokar, Beauvais, Francia) para el recuento
de bacterias lacticas (BAL) mesofilas totales (norma ISO
15214:1998'%) y en agar BRVG (bilis y rojo violeta con
glucosa, Oxoid, Reino Unido) para el recuento de entero-
bacterias (norma 1SO 21528-2:2017'").

Para los recuentos de BAL, se sembraron alicuotas de 1 ml
en profundidad, con sobrecapa, y las placas fueron incuba-
das a 30°C durante 72 h. Para los de mohos y levaduras, se
sembraron alicuotas de 0,1 ml en superficie y las placas fue-
ron incubadas a 25°C durante 5 dias. Para el recuento de
enterobacterias, se sembraron alicuotas de 1 ml en profun-
didad, con sobrecapa, y las placas fueron incubadas a 37°C
durante 24h. En todos los casos, las placas se prepararon
por duplicado.

La determinacion del grado alcohdlico se realizd de
acuerdo con el procedimiento AOAC 982-1985'". Para ello,
primero se efectud una destilacion de arrastre por vapor en
el destilador enoldgico, para luego efectuar la medicion en
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Figura 1 Recuento (UFC/ml) de bacterias lacticas (¥ ) y
levaduras (8 ) en muestras de kéfir de agua provistas por los
participantes del estudio.

densimetro Anton Paar DM5000. Para la determinacion de
pH, se realizaron mediciones directas en el titulador auto-
matico TIM-845 Radiometer. Para determinar la acidez total,
a 10ml de muestra se le agregd 50 ml de agua destilada y
luego se tituld en un titulador automatico TIM-845 Radiome-
ter. Los resultados de esta titulacion se expresaron como ml
de NaOH 1 N necesarios para neutralizar 100 ml de muestra.

Resultados y discusion

Los datos de la tabla 1 evidencian la gran diversidad en
las condiciones de elaboracion entre las muestras de kéfir
de agua que se recibieron. Los recuentos de bacterias
lacticas totales estuvieron por encima de 1 x 106 UFC/ml
(fig. 1) en casi todas las muestras. Estos resultados estan
en linea con lo reportado por investigadores argentinos®?'
y del exterior>'>'7:1822 | as variaciones en los recuentos
probablemente se asociarian a la diferente composicion
microbiana que poseen los granulos de kéfir'®, como asi
también a las diferentes condiciones de fermentacion
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Figura 2 Relacion entre los recuentos (UFC/ml) de bacte-
rias lacticas (BAL) y levaduras (LEV) en las muestras de kéfir
de agua provistas por los participantes del estudio. El nimero
que acompana al simbolo indica el nUmero que identifica a la
muestra.

empleadas por los productores (cantidad inicial de azlcar,
tiempo y temperatura de fermentacion, agregado de tro-
zos/jugo de frutas).

En las placas agarizadas con un medio apropiado para
el desarrollo de mohos y levaduras, se observé solamente
el desarrollo de colonias tipicas de levaduras, lo que fue
confirmado por observacion microscopica directa. Se obtu-
vieron recuentos de levaduras del orden de 1 x 10> UFC/ml
en mas del 75% de las muestras analizadas (fig. 1). Otros
investigadores encontraron cantidades similares de levadu-
ras en muestras de kéfir de agua”'>">%"23, No obstante, en
la muestra 5 se observaron niveles inusualmente bajos de
bacterias lacticas y levaduras, lo cual podria deberse a que
el productor realizo la fermentacion en presencia de jugo de
naranja (no se agrego el jugo después de la primera fermen-
tacion). La acidez inicial otorgada al medio de fermentacion
por el agregado de jugo de naranja podria haber causado
inhibicion del desarrollo de bacterias lacticas. Se observé
cierta correlacion directa entre el contenido de bacterias
lacticas y el de levaduras (fig. 2).

Con respecto a las enterobacterias como indicadoras de
higiene, en todas las muestras se obtuvo un recuento inferior
al limite de deteccion de la técnica empleada (10 UFC/ml).
El recuento de enterobacterias es un criterio microbiolo-
gico clave, ya que este grupo bacteriano incluye importantes
microorganismos contaminantes de alimentos y ciertos pato-
genos intestinales, como Salmonella spp. y Shigella spp. La
aparente ausencia de enterobacterias en estas muestras se
condice con los bajos valores de pH observados, los cuales
generan un ambiente desfavorable para el desarrollo de esta
clase de microorganismos.

La tabla 2 muestra los resultados de los analisis fisicoqui-
micos en las muestras de kéfir de agua. En todos los casos,
se encontré un pH menor de 4. El consumo total o parcial
de los azlcares agregados a la fermentacion genera dife-
rentes acidos organicos que acidifican el medio. Si bien las
condiciones de fermentacion, como su duracion y tempera-
tura, asi como la cantidad de granulos y de azlcar, pueden
modificar la cinética de acidificacion, se ha observado que,
a tiempos superiores a 12 h de fermentacion, el pH del pro-
ducto alcanza valores inferiores a 41321,

Tabla 2 Parametros fisicoquimicos de las muestras de kéfir
de agua analizadas

Muestra pH Acidez titulable Grado alcoholico

1 2,9 16,6 2,55
2 2,9 13,8 1,29
3 3 6,6 0,58
4 3,2 7,2 1,49
5 3,9 9,5 1,64
6 3,6 6,2 0,74
7 3,3 5,9 0,97
8 3,4 6 0,66
9 3,4 9,2 1,58
10 3,5 9,4 2,13
11 3,7 8 1,3
12 3,7 5 1,81
13 3,4 5,8 1,12

La acidez titulable se expresa en ml de NaOH 1N/100ml de
muestra. El grado alcohodlico se expresa en% (v/v).

La acidez titulable se expres6 como cantidad de base
utilizada para la titulacion. Si bien es conocido que este
parametro aumenta con el tiempo de fermentacion, la
comparacion de los resultados con los diferentes procesos
seguidos por los elaboradores (tabla 1) nos lleva a hipote-
tizar que la acidez no esta solamente relacionada con las
condiciones de fermentacion incluyendo el tiempo de fer-
mentacion y la cantidad de azl(car empleada, sino que la
diferente capacidad tamponante de los distintos jugos de
fruta que se agregan también podria influir en este resul-
tado.

El kéfir de agua posee naturalmente cierta cantidad
de alcohol, producto del metabolismo fermentativo de las
levaduras presentes, generalmente Saccharomyces spp.,
Kluyveromyces spp., Pichia spp. y Candida spp., las que
son también responsables de otorgarle aroma y sabor al
producto final>®'2. La cantidad de alcohol encontrada en
las muestras analizadas esta en concordancia con los datos
disponibles en la bibliografia?'2'>23| dado que se han repor-
tado valores de graduacion alcoholica entre 0,02 y 3,5%
(v/v). Estos contenidos de alcohol pueden constituir un desa-
fio a la hora de regular este producto y comunicar sus
potenciales beneficios para la salud, ya que las bebidas con
beneficios para la salud no deberian contener cantidades sig-
nificativas de alcohol. Por su parte, para el CAA, una bebida
debe poseer una graduacion alcoholica inferior al 0,5% para
ser considerada no-alcohélica o analcohdlica.

Seguin los datos reportados en la bibliografia?*'>17-1% y
los resultados de este estudio, los niveles de células via-
bles de bacterias y levaduras en el kéfir de agua pueden ser
variables. Sin embargo, para generar criterios regulatorios
para esta bebida, se considero6 necesario indicar una concen-
tracion minima de los grupos microbianos mas relevantes,
empleando a la vez métodos de recuento estandarizados en
normas internacionales y también un indicador de buenas
practicas de elaboracion. Asi, y de acuerdo con los resulta-
dos expuestos, se recomendod a la CONAL que se consideren
para esta bebida los requisitos microbiologicos indicados en
la tabla 3 al momento de encuadrarla en el CAA.

El recuento de enterobacterias fue escogido como para-
metro microbiologico indicador para monitorear la higiene y
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Tabla 3
Argentino

Especificaciones microbioldgicas recomendadas a la CONAL para incluir al kéfir de agua en el Cddigo Alimentario

Recuento de microorganismos especificos

Microorganismos (UFC/ml)

Criterio de aceptacion

Metodologia de referencia

Bacterias acido lacticas
Levaduras

Minimo: 10°
Minimo: 10°

ISO 15214
ISO 21527-1

Criterios microbiologicos

Microorganismos (UFC/ml)

Criterio de aceptacion

Metodologia de referencia

Enterobacterias

n=5 ¢c=0, m=10 (*)
Caso ICMSF: 5

ISO 21528 2:2017

* n=ndmero de muestras examinadas de un lote; m = limite microbiolégico que separa la calidad aceptable de la rechazable; c = nimero

maximo permitido de unidades de muestra rechazables.

las buenas practicas de manufactura del proceso de elabora-
cion y, de acuerdo con este, se propuso un plan de muestreo
de dos clases, donde:

n=ndmero de muestras examinadas de un lote;

m = limite microbiologico que separa la calidad aceptable
de la rechazable

c=nUmero maximo permitido de unidades de muestra
rechazables.

En este caso y en concordancia con los resultados encon-
trados, ninguna de las 5 unidades analizadas por lote debe
tener mas de 10UFC/ml de enterobacterias. Como ya se
menciond, esto se sustenta en el hecho de que productos
con un pH bajo, como el kéfir, representan un ambiente
desfavorable para el crecimiento de enterobacterias.

Los analisis microbiologicos demostraron que el kéfir
de agua es una fuente de microorganismos vivos,
potencialmente benéficos, y que pueden contribuir al
concepto emergente de la dosis diaria de microorga-
nismos vivos, por sus efectos benéficos asociados a la
salud®'3.

Una de las principales funciones de la CONAL es la
de proponer actualizaciones del CAA, recomendando las
modificaciones que resulten necesarias para mantener su
permanente adecuacion. El proceso de aprobacion de un
Proyecto de Resolucion Conjunta (PRC) ante la CONAL puede
ser resumido en las siguientes etapas: 1) presentacion de
solicitud de modificacion o actualizacion del CAA ante la
CONAL, con una descripcion detallada de la propuesta, su
justificacidn e informacién técnica necesaria®?°; 2) revision
preliminar por parte de la Secretaria Técnico-Administrativa
para determinar si cumple con los requisitos formales y
si es competencia de la CONAL y, de este modo, aprobar
su ingreso; 3) tratamiento del proyecto que consiste en la
evaluacion, el analisis y la discusion de aspectos técnicos
y legales. En esta etapa, el PRC puede ser derivado a los
grupos técnicos ad hoc de la CONAL para su intervencion y
evaluacion, asi como solicitar informes adicionales o con-
sultas a expertos; 4) instancia de consulta del PRC ante el
Consejo Asesor de la CONAL (CONASE), organo integrado
por representantes del sector empresario de la alimenta-
cion y de los consumidores y trabajadores de la industria
alimentaria; 5) instancia de consulta publica del PRC para
opinion y retroalimentacion de la poblacion en general; 6)

consolidacion del PRC y envio a tramite administrativo con
intervencion de los organismos competentes y de los servi-
cios juridicos; 7) firma del acto administrativo (resolucién
conjunta) por las autoridades a cargo de los organismos
competentes y 8) publicacion en el Boletin Oficial e incor-
poracion al CAA. Este ultimo paso tuvo lugar el 12 de agosto
de 2024 (https://www.boletinoficial.gob.ar/detalleAviso/
primera/312228/20240814).

Conclusion

Los valores de los principales parametros medidos en mues-
tras de kéfir de agua producido en el pais estuvieron dentro
del rango de aquellos reportados en estudios realizados en
Argentina y en el exterior. La informacion reunida en esta
investigacion sirvi6 como base para dar una recomenda-
cion de criterios microbioldgicos y fisicoquimicos para este
producto. Los analisis fisicoquimicos revelaron en todas las
muestras un pH menor de 4, considerado generalmente
seguro, y un contenido alcohdlico superior a lo recomen-
dado por el CAA para bebidas no alcohdlicas. La informacion
recolectada en este trabajo permitié disponer de datos loca-
les que fueron elevados a la CONAL para la inclusion en el
CAA de un nuevo articulo que contempla al kéfir de agua
y permite su comercializacion encuadrada en la normativa
regulatoria argentina. Partiendo de los resultados aqui pre-
sentados, se pudo llegar a la publicacion, el 12 de agosto de
2024, de la resolucion conjunta 7/2024 de la Secretaria de
Calidad en Salud y Secretaria de Bioeconomia, por la cual
se incorporo el articulo 1084 tris al capitulo XllI de bebidas
fermentadas, referido al kéfir de agua.
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