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Resumen: Los objetivos del trabajo fueron aislar y tipificar los microorganismos que intervienen en la fer-
mentacion de aceitunas negras naturales y desarrollar una red neuronal como herramienta predictiva del pro-
ceso. Los microorganismos se aislaron mediante medios de cultivo especificos. Las bacterias Gram negativas se
tipificaron con la bateria IMViC y las levaduras con el kit API 32 C AUX. El modelo que representa la dinamica
del proceso se desarrollo por medio de una red neuronal con estructura “back propagation” entrenada con los
datos fisico-quimicos del proceso. La flora microbiana estuvo compuesta fundamentalmente por levaduras, de
las cuales se identificaron Candida lambica y Pichia farinosa. Se descarto la presencia de las bacterias Gram
negativas Escherichia sp, Klebsiella sp y Salmonella sp. El modelo neuronal obtenido permite, con los datos
experimentales empleados para entrenar la red, simular el proceso fermentativo.
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Microbiological Characterization and Modeling of the Fermentations Process
in Natural Black Olives Production

Abstract: The aims of the work were to isolate and typify the microorganisms from natural black olives
fermentation and to develop a neural system as a predictive tool of the process. Microorganisms were isolated
by specific culture media. Gram negative bacterias were typified with IMViC and yeasts with APl 32 C AUX
battery kits. The model that represents the dynamics of the process was developed by a neural system with back
propagations structure and trained with the physico-chemical data of the process. The microbial flora consisted
mainly of yeast of which Candida lambica and Pichia farinosa were identified. Gram negative bacterias Esche-
richia sp, Klebsiella sp y Salmonella sp were not detected. The neural network model obtained allows, with the
experimental data used as network trainer, the fermentative process simulation.
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INTRODUCCION control de este tipo de procesos repercute en benefi-
cios econdmicos sustanciales.
La produccion de aceitunas negras naturales es un

ejemplo de procesos biotecnologicos. El olivo, luego

Los procesos de fermentaciéon son ampliamente
utilizados en la industria alimentaria. Estos presentan

una dindmica compleja, son no lineales y multivaria-
dos, y su cinética de reaccion no es del todo cono-
cida. En la practica suelen presentarse cambios en
las condiciones iniciales, variacion de parametros de
proceso, perturbaciones externas y demas variacio-
nes no contempladas en el modelo, lo que ocasiona
que su control sea dificultoso. Como contrapartida, el

de ser recolectado, es incorporado a la salmuera de
fermentacion, la que evoluciona por accion de micro-
organismos presentes en ¢l.

Es conocido que diversas variables pueden influir
en el proceso de elaboracion de este tipo de aceitu-
nas, y que la interrelacion entre ellas ocasiona gran
dificultad a la hora de regularlas independientemente.
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Al momento, esta regulacion se lleva a cabo de for-
ma subjetiva, en base a la experiencia del personal
técnico involucrado, quienes han aprendido a asociar
los parametros sensoriales del fruto con los resulta-
dos provenientes de analisis fisico-quimicos llevados
a cabo en el laboratorio. Por otro lado, actualmente
existe escasa informacion sobre la ecologia, bioqui-
mica y biologia molecular de los microorganismos
que intervienen en la fermentacion de este tipo de
aceitunas.

Los objetivos del trabajo fueron aislar y tipificar
los principales microorganismos presentes en la sal-
muera y desarrollar, con los datos fisico-quimicos
disponibles, una red neuronal como herramienta pre-
dictiva de la evolucion de la fermentacion.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevo a cabo con frutos de olivo pro-
venientes de Cruz del Eje, Cérdoba. Las muestras de
salmuera y aceitunas se tomaron desde fermentado-
res alimentados con aire con caudales de 0.25 I/h/l de
salmuera durante 8 h/dia (Alvarez et al., 2003).Para
los ensayos fisico-quimicos y microbioldgicos se to-
maron muestras de salmuera a intervalos regulares de
tiempo, mientras que las de aceitunas se efectuaron al
inicio y final del proceso.

Aislamiento y tipificacion de
microorganismos

Bacterias Gram negativas: Para el aislamiento y
recuento se utilizo el medio selectivo eosina-azul de
metileno (EMB) agar cultivandose a 37 °C durante
48 horas. Se utilizo la tincion de Gram para determi-
nar la morfologia bacteriana y las pruebas bioquimi-
cas IMViC (Indol, Rojo de Metilo, Voges-Proskauer
y Citrato) para la identificacion de aislamientos sos-
pechosos (bacterias fermentadoras de la lactosa en
EMB) observado durante los primeros dias de la fer-
mentacion.

Levaduras: Para el aislamiento primario de las
levaduras y la eliminacion de la flora bacteriana se
inocularon diluciones seriadas de la salmuera en el
medio extracto de levadura-extracto de malta (LM)
agar, suplementado con 0,005 % (p/v) de sulfato de
gentamicina y oxitetraciclina como agentes inhibido-
res de bacterias. Las placas se incubaron aerobica-
mente en oscuridad a 25 + 2 °C durante 72 horas.
Las colonias desarrolladas en LM agar que mostra-
ron variacion en la apariencia macroscopica fueron
seleccionadas para su identificacion. Se utilizé azul
de metileno para determinar la morfologia micros-

copica. La tipificacion se realiz6 mediante métodos
bioquimicos utilizando el sistema API 32 C AUX de
asimilacion de azucares, siguiendo las indicaciones
del fabricante (bioMerieux, Francia). Las ampollas
del API C Suspension Medium fueron inoculadas
con células de las levaduras aisladas previamente. La
suspension resultante fue ajustada a 2 en la escala de
turbiedad de Mc Farland (bioMérieux). Se transfirio
250 ul de la suspension precedente a una ampolla del
medio semis6lido API C Medium. Las bandejas ino-
culadas fueron incubadas a 30 °C durante 72 horas.
Los pocillos que mostraron turbiedad similar al con-
trol positivol fueron considerados positivas.

La identificacion fue realizada por comparacion
con el indice de perfiles analiticos del sistema API
(Muir and Pritchard, 1997). La morfologia y esporu-
lacion fue investigada como sugiere el fabricante y
fue determinada en el medio agar acetato de McClary
Clary et al., (1959).

Desarrollo del modelo de fermentacion

El modelo que representa la dinamica del proce-
so se desarrolld por medio de una red neuronal con
estructura “back propagation” entrenada con la in-
formacion disponible y relevada experimentalmente
en la Tabla I. Este tipo de modelo fue aceptado en
procesos de fermentacion por otros autores (Peroni,
2002), donde se requiere de un modelo para proceder
al control del proceso.

Como entrada de la red se consider6 la matriz de
datos compuesta por las variables del proceso (180x6
elementos): variacion de pH, porcentajes de acidez li-
bre, NaCl (Garrido Fernandez et al., 1997), azticares
reductores (método de Lane Eynon) y concentracion
de CO, determinada de acuerdo a Fernandez Diez et
al., (1985). A su vez, se consideraron las temperatu-
ras ambiente media y amplitud térmica de la region.
En relacion a esta tltima variable, se trabajo especifi-
camente con el arco térmico producido en la jornada
muestreo, sea definida Arco de temperatura=Tmax-
Tmin.

El color superficial del fruto se midi6 en un es-
pectrofotometro Minolta Chroma 508d. Se efectua-
ron cinco destellos sobre la superficie de la aceitu-
na entera (3 frutos por fermentador) a fin de obtener
valores representativos. El parametro registrado fue
porcentaje de reflectancia a 700 nm. La dureza de las
aceitunas se cuantifico mediante una prensa a la que
se acopld una celda de compresion cizallamiento.

La dureza del fruto se considera como la fuerza
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Dias pH % Acidez %NaCl % Az. Red. 2%C0; TProm. ArcoT. Dureza Color
(°C) (kg/100g) (% ref))

0 3,90 0,20 9.01 0.15 0.00 15.20 9.60 62971103 413213
7 430 0,13 7.84 0,23 97.00 16.80 19.60

21 3,90 0.36 7.49 0.15 97.00 21.80 11.60

35 400 0.34 7.96 0.05 90,00 10.90 10.20

49 410 0,38 6.90 0.15 77.00 10.00 16.20

66 420 0.32 7.61 0.10 62.00 13.00 14,00

79 430 0.42 7.96 0.15 68.00 2295 11,10

92 400 0.44 7.72 0.15 70,00 11,70 18.60

114 400 0.44 7.30 0.10 75.00 12.25 18.90

124 400 0,41 7.10 12.85 22.50

135 4,10 0.36 7.00 0.10 66.00 16,65 14,90

150 4,10 0,49 7.20 0,05 57.00 19.10 16,20

165 4,00 0,59 7.80 0.05 22.00 21,70 19.00

178 3,90 0,68 6,70 0,05 35,00 20,15 17.30 11,54+587  38,5+742

Tabla I: Datos fisico-quimicos utilizados para el entrenamiento de la red neuronal

Figura 1a: Analisis macroscopico de colonias

Figura 1b: Analisis microscépico de colonia

de levaduras

maxima alcanzada durante el ensayo. El valor obte-
nido para cada muestra analizada se calculd como la
media de 10 determinaciones y se expresé en kg fuer-
za/100 g de fruto.

Todas las determinaciones se realizaron por tripli-
cado y los resultados se analizaron estadisticamente
mediante analisis de Varianza (ANOVA) con un nivel
de significancia de 0,05.

de levaduras. Muestra tefiida con cristal violeta.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y tipificaciéon de
microorganismos

A lo largo del proceso se detecto la presencia de
levaduras y bacterias Gram negativas y acido lacti-
cas. Las bacterias Gram negativas estuvieron pre-
sentes desde el comienzo y hasta el segundo mes de
fermentacion, descartandose la presencia de Escheri-
chia sp, Klebsiella sp 'y Salmonella sp.
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En relacion a las levaduras, y como consecuencia
de la observacion de sus caracteristicas macroscopi-
cas diferenciales en el microscopio (Figuras lay 1b),
se presumio la presencia de 10 géneros distintos y se
pudieron identificar Candida lambica y Pichia fari-
nosa.

Estos géneros han sido informados por otros au-
tores en las salmueras de fermentacion de aceitunas
negras naturales en cultivares griegos (Balatsouras,
1967) y espafioles (Gonzalez Cancho et al., 1975).
Ademas, otros investigadores informaron especi-
ficamente que cuando las aceitunas se fermentaron
en presencia de aire las especies presentes fueron
Candida saitoana, Debar-yomyces hansenii y Pi-
chia membranifaciens, entre otras (Duran Quintana
et al., 1986).

Desarrollo del modelo de fermentacion

Las Figuras 2 (a-f), muestran las diferentes varia-
bles de entrada interpolada para 180 diasde fermen-
tacion.

70

[ Kg fuerza /100 g fruto ]
8 5

%

o M 4 6 8 10 12 140 10 80
Tiempo [ dias ]

Figura 3a: Dureza
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Figura 3b: Color

La salida de la red se conform¢ a través de la ma-
triz de datos correspondientes a las variables dureza
y color (180x2 elementos) consideradas parametros
de calidad para el producto (Figuras 3 a y b). La in-
terpolacion se realizod con el mismo criterio aplicado
para las entradas.

En la figura 4 se observa la estructura de la red
neuronal obtenida. Esta red esta constituida por una
capa con funcion de transferencia sigmoidal y una
capa con funcion de transferencia lineal y fue entre-
nada hasta obtener un error del orden de 10°.

1° Capa ( Sigmoidal)

2°Capa ( Lineal)

Matriz de
Entrada

Matriz de
Salida

Figura 4: Estructura de la red neuronal

Implementacion del modelo neuronal

Se obtuvo un modelo neuronal backpropa-
gation (Hilera y Martinez, 1995) con los siguientes
valores para las matrices de ponderacion:

W;= [0.4377 0.5979 -0.6202 -0.0771 0.2132 0.7803 0.6050)
b|.°

w;= (]

_[0.1655
ki '[0.7099]

W = [ ] significa que la matriz aloja el resultado
de la primera capa de la red.

Este modelo representa la dinamica del proceso
de fermentacion planteado, que propone las respues-
tas de color y dureza de las Figuras 3 para las varia-
bles de proceso de las Figuras 2, lo que significa que
permite simular, con el orden de error obtenido y para
los valores experimentales utilizados como entrena-
dor de la red, el proceso mismo.

CONCLUSIONES

El conocimiento de los micro-organismos presen-
tes en el proceso fermentativo durante la elaboracion
de aceitunas negras naturales es de fundamental im-
portancia para su posible aplicacion como cultivos
iniciadores de la fermentacion.

Por otra parte, el uso de redes neuronales como
una herramienta para obtener un modelo que permita
al operador conocer la evolucion de la fermentacion
y controlar las variables fisico-quimicas y microbio-
logicas del proceso es de gran importancia en las in-
dustrias elaboradoras de aceitunas de mesa.
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Asimismo, y dada la complejidad del proceso,
es conveniente continuar el entrenamiento de la red
neuronal propuesta con otros pardmetros que inciden
sobre la calidad del producto, a los fines de incremen-
tar su capacidad predictiva.

Algunos parametros que pueden considerarse de
importancia son, por ejemplo, los vinculados a las ca-
racteristicas de los frutos que se incorporan a los fer-
mentadores (indice de madurez, relacion pulpa/hue-
so, etc.), y aquellos relacionados a las condiciones
del proceso (relacion kg de fruto/litros de salmuera,
diferentes concentraciones de NaCl y caudal de aire,
utilizacion de inodculos iniciadores de la fermenta-
cion, etc.).

A su vez y a fin de definir el final de la fermenta-
cion, otro parametro a considerar en el entrenamiento
de la red neuronal seria la evolucion de alguno de
los compuestos fenolicos, como la oleuropeina, que
le otorgan el amargor al fruto y que disminuyen a me-
dida que evoluciona la fermentacion.

Este trabajo es de particular interés ya que brinda
sustento cientifico y tecnologico en la elaboracion de
un producto clave para el crecimiento del noroeste de
Cordoba.

AGRADECIMIENTOS

Los autores desean expresar su agradecimiento a
las instituciones y empresas que hicieron posible este
trabajo a través de diferentes programas, a detallar:

Programa de becas de la Universidad Tecnologica
Nacional.

Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tec-

nologica (FONCyT)).
Fondo Biotecnologico de Coérdoba (FONBIO),
Ministerio de Ciencia y Tecnologia de la Provincia

de Cordoba.

Secretaria de Ciencia y Tecnologia de la Universi-
dad Nacional de Cérdoba (SECyT-UNC)

Empresa Cuenca del Sol S.A.

REFERENCIAS

Alvarez, D. M. E., Sanchez, A., Lamarque, A.
L., (2003). “Aceitunas negras al natural. Estudio
compa Irativo de tres procesos fermentativos de fru-
tos de la variedad Farga”, Olivae; 97, 47-51.

Mc Clary, D. O., Nulty, W. L. and Miller, G. R.,
(1959). “Effect of potassium versus sodium in the
sporulation of Saccharomyces”, Journal of Bacterio-
logy; 78, 362-368.

Balatsouras, G. D., (1967). “Processing the natu-
rally ripe black olives. Proceedings of the internatio-
nal olive oil seminar”, International Olive Oil Coun-
cil, Perugia-Spolete-Italy, 491-510.

Gonzalez Cancho, F., Nosti Vega, M., Duran
Quintana, M. C., Garrido Fernandez, A. y Fernan-
dez Diez, M. J., (1975). “El proceso fermentativo de
las aceitunas negras maduras en salmuera”, Grasas y
Aceites; 26, 297-3009.

Fernandez Diez, M. J., De Castro y Ramos, R.,
Garrido Fernandez, A., Gonzales Cancho, F., Pelliso
Gonzales, F., Nosti Vega, M., Heredia Moreno, A.,
Minguez Mosquea, M. 1., Rejano Navarro, L., Duran
Quintana, M. C., Sanchez Roldan, F., Garcia Garcia,
P., Castro Gémez Millin, A., (1985). “Biotecnologia
de la aceituna de mesa”, Primera edicion, Unidad de
Investigacion de Quimica, Microbiologia y Tecnolo-
gia de aceitunas de mesa y otros productos vegetales.
Instituto de la Grasa y sus derivados. Consejo Supe-
rior de Investigaciones Cientificas, Espafia, 387-453.

Duran Quintana, M. C., Garcia Garcia, P. y Garri-
do Fernandez, A., (1986). “Fermentacion en medio
aerobico de aceitunas maduras en salmuera con in-
yeccion alternante de aire. Estudio de la influencia de
la adicion de cloruro calcico sobre la textura”, Grasas
y Aceites; 37, 242-249.

Hilera, J. R. y Martinez, V. J., (1995). “Redes neu-
ronales artificiales, fundamentos, modelos y aplica-
ciones”, Addison-Wesley Ibero-americana, RA-MA,
131-154.

Garrido Fernandez, A., Fernandez Diez, M. J. and
Adams M. R., (1997). “Table Olives. Production and
Processing”, Chapman and Hall, England.

Muir, D. B. and Pritchard, R. C., (1997). “Use of
the BioM¢rieux ID 32 C yeast identification system
for identification of aerobic actinomycetes of medi-
cal importance”, Journal of Clinical Microbiology;
35:3240 —3243.

Peroni, C. V., (2002). “Optimization and Control
of fed-batch fermentation processes by using arti-
ficial neural systems”, Thesis (Ph. D. en Ingenieria
Quimica), Universitat Rovira I Virgili, Tarragona,
Espaiia, 69-74.

Caracterizacién Microbiolégica... - Alvarez et al. 77


http://www.agencia.gov.ar/spip.php?rubrique2

