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 Introducción

Los tibicos o kéfir de agua tibis, también llamados tibiches, búlgaros de agua, 
granillos, granizo, hongos chinos, kephir, kewra, talai, mudu kekiya, matsoun, 
matsoni, waterkefir y milkkefir (Porras, 2012), siendo un cultivo de bacterias y 
levaduras que se encuentran en una matriz de polisacáridos creada que actúan 

en simbiosis para mantener un cultivo estable (Mirre 2012) de partículas gelatinosas de 
color amarillo translúcido de tamaño variable y de forma irregular, pueden ser de 8 a 10 
milímetros (Garrido, J., 2010)y se utilizan en la producción de alcohol (Rubio, M., 1993).

En su investigación, Schneedorf (2012) determinó que los granos de tibicos deben 
ser inoculados en una solución basada en sacarosa, pudiendo contener frutas o extractos 
de frutas en una proporción del 3 al 10 por ciento y produciendo una bebida artesanal au-
tocarbonatada de sabor ácido y bajo contenido alcohólico mediante la fermentación de la 
sacarosa a temperatura ambiente cuando el período de fermentación es corto, pero cuan-
do se prolonga más se transforma en una bebida alcohólica y posteriormente en vinagre.

De acuerdo con varios estudios, los tibicos crecen por medio los microorganis-
mos pertenecientes a las levaduras (Schneedorf, 2012), y cuando los microorganismos 
encuentran un medio adecuado, los granos aumentan su tamaño y son divididos mecá-
nicamente por el aumento de presión de dióxido de carbono de su interior. Asimismo, los 
microorganismos suspendidos en el medio también pueden constituir granos al formar 
pequeñas agrupaciones y generar su propia matriz de polisacáridos.

Monar (2014) menciona que bajo condiciones anaerobias (en ausencia de aire), la 
levadura en el grano de kéfir produce más dióxido de carbono (gas carbónico) y alcohol 
que en condiciones aeróbicas (con aire) y el porcentaje de alcohol puede oscilar entre 
(0,3 - 2,0 %) después de dos días de cultivo.

Asimismo, Moreno y Díaz, en su investigación hizo una descripción de la microbio-
logía y análisis químico del vinagre de los tibicos realizando un aislamiento de bacterias y 
citó las siguientes especies: Escherichia coli, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis y B. graveo-
lens (posible sinónimo de B. megaterium).

Para descubrir más microorganismos, también se aislaron las levaduras Saccha-
romyces bayanus y S.oviformis, ambas sinónimos de S. cerevisiae, y Pichia chodatiivar. 
trumpy, (= P.membranifaciens) (Ulloa y Herrera, 1981). 

También Rubio, M.T. et al (1993), mediante una investigación expuso que el tibico 
posee levaduras Brettanomyces clausenii, Candida guilliermondii, Candida valida, Crypto-
coccus albidus, Rhodotorula rubra y Saccharomyces cerevisiae, y fueron aisladas al igual 
que varias especies de Bacillus (B. brevis, B. circulans, B. coagulans, B. firmus, B. mace-
rans, B. polymyxa y B. pumilus) varias bacterias lácticas no identificadas (4 homoláctica y 
3 aislamientos heteroláctica) y Enterobacter aerogenes N-fijador.

Los microorganismos responsables de la fermentación son de tres tipos: bacte-
rias, mohos y levaduras. Cada uno de estos microorganismos posee características pro-
pias sobre la fermentación. A veces, estos microorganismos no actúan solos, sino que 
cooperan entre sí para la obtención del proceso global de fermentación (Montano, 1992).

En la producción de etanol y ácidos orgánicos de la bebida kéfir de leche y agua 
integral se observa que en el proceso de fermentación aumenta la concentración de ácido 
láctico, etanol y ácido acético como consecuencia de las fermentaciones láctica, alcohóli-
ca y acética respectivamente por los diferentes grupos de microorganismos presentes en 
los granos de Kéfir (Teixeira K., et al., s.f.).

Baú TR et al. (2013) realizaron la fermentación a 25 °C con un cultivo de kéfir has-
ta que se obtuvo un pH de 4,5, obteniendo así un producto fermentado de 3 % (w/w) de 
fibra de soja. La temperatura óptima es de 20 °C para conservar los granos de kéfir como 
entrantes de suero de fermentación (Londero et al., 2012).

 Materiales y métodos
Este ensayo se llevó a cabo en los laboratorios de Química de la Pontificia Universidad 
Católica del Ecuador, sede Ibarra, en donde se utilizaron como insumos panela en blo-
ques, melaza comercial y microorganismos (kéfir de agua), y se realizó mediante dos pro-
cesos: el de fermentación, en el cual se midieron los siguientes parámetros: °Brix con la 
finalidad de evaluar porcentajes de azúcar presentes en los sustratos de melaza y de pa-
nela empleándose un refractómetro de escala de 0° a 60° para medir compuestos azuca-
rados; pH con el objetivo de determinar la acidez de los sustratos fermentados mediante 
la utilización de un potenciómetro; grado alcohólico, que se determinó una vez termina-
do el proceso de destilación de cada una de las muestras, de los cuales de destiló 5.000 
ml a una temperatura de 85 °C. Para este parámetro se empleó un densímetro portátil, 
que proporciona resultados en %; densidad de alcohol, cuyos datos se tomaron al final 
de la fermentación y del proceso de destilación de las muestras de 1.000 ml de sustrato 
fermentado; asimismo se midió mediante un densitómetro portátil, cuyo resultado fue 
en gr/cm³.; el rendimiento de alcohol se obtuvo una vez terminado el proceso de desti-
lación simple y fraccionada con objeto de determinar la cantidad en volumen de etanol 
la cual nos indica la producción. Para medir el producto final se utilizaron probetas de 
vidrio de medidas 10ml, 50ml, 100ml, 500ml; la cantidad de biomasa se evaluó una vez 
terminado el proceso de fermentación procediendo a medir la biomasa en gramos to-
mando en cuenta los gramos que se incorporó al inicio del proceso de fermentación. Este 
procedimiento se hizo con el objetivo de medir el crecimiento de los tibicos y se realizó 
de la siguiente manera: 

•	 Se separaron los microorganismos de las diluciones fermentadas. 
•	 Mediante un tamiz se procedió a eliminar la mayor cantidad posible de agua.
•	 Se utilizó una balanza digital gramera, que nos dio el resultado en gramos, con la fi-

nalidad de determinar la reproducción y aumento de los microorganismos después 
del proceso de la fermentación en cada uno de los sustratos.
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Para el análisis estadístico se estructuraron 10 tratamientos con tres repeticiones, a los 
cuales se aplicó un diseño completamente al azar con un arreglo factorial A x B; en el cual 
A corresponde al tipo de sustrato y B a la dosis de tibicos en g; cada unidad experimental 
estuvo conformada por 5 litros de solución, que fue elaborada con melaza y/o panela.

Los factores en estudio fueron Factor A: tipo de sustrato; (S1) melaza, (S2) panela, 
y el Factor B: dosis de tibicos en gramos; (D1) 0g, (D2) 50g, (D3) 100g, (D4) 150g y (D5) 200g.

 Resultados y discusión

°Brix

De los resultados obtenidos en cuanto a la variable en el GRÁFICO 1 se puede observar la 
gran variabilidad de grupos al finalizar la fermentación entre los distintos tratamientos, 
dando un total de 9 grupos; el tratamiento D4S1 (200g de tibicos en sustrato de melaza) 
es el que mejor resultados presenta con 6.68 °Brix, lo que nos indica que este tratamiento 
usa en mayor cantidad el azúcar para la producción de alcohol, mientras que el D0S2 (0 g 
de tibicos en sustrato de panela) fue el tratamiento que mayor °Brix alcanza con 18.93, 
lo que indica que este tratamiento es deficiente al momento de utilizar el azúcar para la 
producción de alcohol. 

GRÁFICO 1
Representación gráfica de Tukey para la 
variable °Brix al final de la fermentación. 
Fuente: Elaboración propia

GRÁFICO 2
Representación gráfica con la prueba 
Tukey del variable pH. Fuente: Elaboración 
propia.

GRÁFICO 3
Representación gráfica de la cantidad 
de biomasa antes y después de la 
fermentación. Fuente: Elaboración propia
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Para el análisis de este parámetro se realiza igualmente la prueba de Tukey al 5 %; en el 
GRÁFICO 2 se puede observar de 8 grupos con un comportamiento diferente (a,b,c,d,e,f,-
g,h), en donde el rango con mayor promedio es de 5,17. El tratamiento que destaca de los 
demás y presenta mejores resultados es D4S2 (200g de tibios en sustrato de panela), con 
un pH 4.07, siendo más eficaz en la producción de alcohol, ya que las bacterias trabajan 
mejor en pH ácidos. Según el factor A (sustratos) se determina que el sustrato de panela 
es más eficiente para el desarrollo de los tibicos. 

Cantidad de biomasa

En el GRÁFICO 3 se observa un incremento de biomasa en todos los tratamientos que 
fueron sometidos al proceso de fermentación. El tratamiento que mayor cantidad de bio-
masa alcanzó fue D4S2 (200 g de tibicos en sustrato de panela), entonces se demuestra 
que existe una relación directamente proporcional, es decir, a mayor cantidad de tibicos, 
mayor cantidad de biomasa al final del proceso de fermentación. 

Densidad

Para este análisis se trabajó con los datos obtenidos después de la destilación. Analizan-
do el GRÁFICO 4 se puede observar la gran variabilidad de grupos que existe en lo que res-
pecta a la densidad después de la rectificación del destilado en los distintos tratamientos 
dando un total de 6 grupos, y el mejor tratamiento fue el D4S2 (200 g de tibicos en sus-
trato de panela) con una densidad de 0.930 gr/cm3 en contraste con D0S2 (0 g de tibicos 
en sustrato de panela) con una densidad de 1.30 gr/cm3 y con una relación inversamente 
proporcional, es decir, a mayor cantidad de tibicos, la densidad del alcohol es menor.
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Grado alcohólico

La variable grado alcohólico se realiza después de la destilación en %. Al analizar el GRÁ-
FICO 5 se puede observar la gran variabilidad de grupos en lo que respecta a grados alco-
hólicos del destilado en los distintos tratamientos, dando un total de 8 grupos y el mejor 
tratamiento fue el D4S2 (200 g de tibicos en sustrato de panela) con 69.3° en contraste con 
D0S1 (0 g de tibicos en sustrato de melaza) con 0.177°.

 Conclusiones
En la variable °Brix se determina que en el tratamiento T4 (D4S1) correspondiente a 200 g 
de tibicos en sustrato de melaza existe una disminución de °Brix de una manera conti-
nua según el tiempo de fermentación para formar etanol. A mayor cantidad de tibicos 
que se adiciona en los sustratos, los grados °Brix se reducen, es decir, existe una relación 
inversamente proporcional. La tasa de producción de alcohol variará dependiendo de la 
temperatura, la cantidad de granos de kéfir, de azúcar y de las condiciones de reacción 
de la fermentación. 

Se determina que el pH influye en la producción de etanol, siendo así que el tra-
tamiento D4S2 (200 g de tibios en sustrato de panela) con un pH 4.07, al ser más ácido es 
más eficaz en la producción de alcohol, ya que las bacterias trabajan mejor en pH bajos 
según la teoría de Gonzales, S. (1978), quien menciona que es el rango óptimo para la 
producción de etanol es de 4 – 4.5 de acidez.

Con respecto a la cantidad de biomasa obtenida al final de la fermentación se 
determina que el tratamiento T8 (D4S2) correspondiente a 200 g de tibicos en sustrato 
de panela fue el que mejor resultado presentó; por lo tanto se puede determinar que la 
panela es un medio ideal para el crecimiento de estos microorganismos debido a la pre-
sencia de mayor cantidad de °Brix.

La densidad del etanol varía según el grado alcohólico, es decir, a menor densi-
dad, mayor grado alcohólico.

Por lo tanto se concluye que el mejor tratamiento de esta investigación para la 
obtención etanol a partir de tibicos en sustratos de melaza y panela fue sin duda el tra-
tamiento T8 (D4S2), que se refiere a 200 g de tibicos en sustrato de panela obteniendo 
un rendimiento de 886.15 ml con un grado alcohólico de 69,267 % y una densidad de 
0.930  gr/cm3.

GRÁFICO 4
Representación gráfica de Tukey al 5 % 
de la densidad del etanol al final del 
destilado. Fuente: Elaboración propia

GRÁFICO 5
Representación gráfica de 
Tukey para la variable grado 
alcohólico del destilado. 
Fuente: Elaboración propia.

GRÁFICO 6
Representación gráfica de 
prueba Tukey al 5% para 
variable rendimiento de alcohol. 
Fuente: Elaboración propia
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Rendimiento de etanol

Para esta variable se hace una medición del volumen en ml tomado al final del proceso 
de la destilación. Analizando la GRÁFICA 6 se observa la gran variabilidad de grupos que 
existe en lo que respecta al rendimiento alcohólico del destilado en los distintos trata-
mientos, dando un total de 4 grupos y el mejor tratamiento fue el D4S2 (200 gr de tibicos 
en sustrato de panela) con 889.00 ml en contraste con D0S2 (0 g de tibicos en sustrato de 
panela) con 301.33 ml de etanol.
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