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INTRODUCCIÓN

Los procesos de fermentación son ampliamente 
utilizados en la industria alimentaria. Estos presentan 
una dinámica compleja, son no lineales y multivaria-
dos, y su cinética de reacción no es del todo cono-
cida. En la práctica suelen presentarse cambios en 
las condiciones iniciales, variación de parámetros de 
proceso, perturbaciones externas y demás variacio-
nes no contempladas en el modelo, lo que ocasiona 
que su control sea dificultoso. Como contrapartida, el 

control de este tipo de procesos repercute en benefi-
cios económicos sustanciales.

La producción de aceitunas negras naturales es un 
ejemplo de procesos biotecnológicos. El olivo, luego 
de ser recolectado, es incorporado a la salmuera de 
fermentación, la que evoluciona por acción de micro-
organismos presentes en él.

Es conocido que diversas variables pueden influir 
en el proceso de elaboración de este tipo de aceitu-
nas, y que la interrelación entre ellas ocasiona gran 
dificultad a la hora de regularlas independientemente. 
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Resumen: Los objetivos del trabajo fueron aislar y tipificar los microorganismos que intervienen en la fer-
mentación de aceitunas negras naturales y desarrollar una red neuronal como herramienta predictiva del pro-
ceso. Los microorganismos se aislaron mediante medios de cultivo específicos. Las bacterias Gram negativas se 
tipificaron con la batería IMViC y las levaduras con el kit API 32 C AUX. El modelo que representa la dinámica 
del proceso se desarrolló por medio de una red neuronal con estructura “back propagation” entrenada con los 
datos físico-químicos del proceso. La flora microbiana estuvo compuesta fundamentalmente por levaduras, de 
las cuales se identificaron Candida lambica y Pichia farinosa. Se descartó 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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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 API 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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Al momento, esta regulación se lleva a cabo de for-
ma subjetiva, en base a la experiencia del personal 
técnico involucrado, quienes han aprendido a asociar 
los parámetros sensoriales del fruto con los resulta-
dos provenientes de análisis físico-químicos llevados 
a cabo en el laboratorio. Por otro lado, actualmente 
existe escasa información sobre la ecología, bioquí-
mica y biología molecular de los microorganismos 
que intervienen en la fermentación 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 físico-químicos 
disponibles, una red neuronal como herramienta pre-
dictiva de la evolución de la fermentación.

MATERIALES Y MÉTODOS
El estudio se llevó a cabo con frutos de olivo pro-

venientes de Cruz del Eje, Córdoba. Las muestras de 
salmuera y aceitunas se tomaron desde fermentado-
res alimentados con aire con caudales de 0.25 l/h/l de 
salmuera durante 8 h/día (Álvarez et al., 2003).Para 
los ensayos físico-químicos y microbiológicos 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 tipificación de 
microorganismos

Bacterias Gram negativas: Para el aislamiento y 
recuento se utilizó el medio selectivo eosina-azul de 
metileno (EMB) agar cultivándose a 37 °C durante 
48 horas. Se utilizó la tinción de Gram para determi-
nar la morfología bacteriana y las pruebas bioquími-
cas IMViC (Indol, Rojo de Metilo, Voges-Proskauer 
y Citrato) para la identificación de aislamientos sos-
pechosos (bacterias fermentadoras de la lactosa en 
EMB) observado durante los primeros días de la fer-
mentación. 

Levaduras: Para el aislamiento primario de las 
levaduras y la eliminación 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 aeróbica-
mente en oscuridad a 25 ± 2 °C durante 72 horas. 
Las colonias desarrolladas en LM agar que mostra-
ron variación en la apariencia macroscópica fueron 
seleccionadas para su identificación. Se utilizó azul 
de metileno para determinar la morfología micros-

cópica. La tipificación se realizó mediante métodos 
bioquímicos utilizando el sistema API 32 C AUX de 
asimilación de azúcares, siguiendo las indicaciones 
del fabricante (bioMèrieux, Francia). Las ampollas 
del API C Suspensión Medium fueron inoculadas 
con células de las levaduras aisladas previamente. La 
suspensión resultante fue ajustada a 2 en la escala de 
turbiedad de Mc Farland (bioMèrieux). Se transfirió 
250 μl de la suspensión precedente a una ampolla del 
medio semisólido API C Medium. Las bandejas ino-
culadas fueron incubadas a 30 ºC durante 72 horas. 
Los pocillos que mostraron turbiedad similar al con-
trol positivol fueron considerados positivas.

La identificación fue realizada por comparación 
con el índice de perfiles analíticos del sistema API 
(Muir and Pritchard, 1997). La morfología y esporu-
lación fue investigada como sugiere el fabricante y 
fue determinada en el medio agar acetato de McClary 
Clary et al., (1959).

Desarrollo del modelo de fermentación
El modelo que representa la dinámica del proce-

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

Como entrada de la red se consideró la matriz de 
datos compuesta por las variables del proceso (180x6 
elementos): variación de pH, porcentajes de acidez li-
bre, NaCl (Garrido Fernández et al., 1997), azúcares 
reductores (método de Lane Eynon) y concentración 
de CO2 determinada de acuerdo a Fernández Diez et 
al., (1985). A su vez, se consideraron las temperatu-
ras ambiente media y amplitud térmica de la región. 
En relación a esta última variable, se trabajó específi-
camente con el arco térmico producido en la jornada 
muestreo, sea definida Arco de temperatura=Tmax-
Tmin.

El color superficial del fruto se midió en un es-
pectrofotómetro 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 parámetro registrado fue 
porcentaje de reflectancia a 700 nm. La dureza de las 
aceitunas se cuantificó mediante una prensa a la que 
se acopló una celda de compresión cizallamiento. 

La dureza del fruto se considera como la fuerza 
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máxima alcanzada durante el ensayo. El valor obte-
nido para cada muestra analizada se calculó como la 
media de 10 determinaciones y se expresó en kg fuer-
za/100 g de fruto. 

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

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Aislamiento y tipificación de 
microorganismos

A lo largo del proceso se detectó la presencia de 
levaduras y bacterias Gram negativas y ácido lácti-
cas. Las bacterias Gram negativas estuvieron pre-
sentes desde el comienzo y hasta el segundo mes de 
fermentación, descartándose la presencia de Escheri-
chia sp, Klebsiella sp y Salmonella sp.

Tabla I: Datos físico-químicos utilizados para el entrenamiento de la red neuronal

Figura 1a: Análisis macroscópico de colonias 
de levaduras

Figura 1b: Análisis microscópico de colonia 
de levaduras. Muestra teñida con cristal violeta.
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Figura 2a: 
Porcentaje de Acidez

Figura 2b: 
Porcentaje de NaCl

Figura 2c:  
Concentración de Az. reductores

Figura 2d: 
Concentración de CO2

Figura 2e: 
Promedio de temperatura

Figura 2f: 
Arco de temperatura
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En relación a las levaduras, y como consecuencia 
de la observación de sus características macroscópi-
cas diferenciales en el microscopio (Figuras 1a y 1b), 
se presumió 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 fermentación de aceitunas 
negras naturales en cultivares griegos (Balatsouras, 
1967) y españoles (González Cancho et al., 1975). 
Además, otros investigadores informaron especí-
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 (Durán Quintana 
et al.,1986).

 Desarrollo del modelo de fermentación
Las Figuras 2 (a-f), muestran las diferentes varia-

bles de entrada interpolada para 180 díasde fermen-
tación.

Figura 3a: Dureza 

Figura 3b: Color 

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

En la figura 4 se observa la estructura de la red 
neuronal obtenida. Esta red está constituida por una 
capa con función de transferencia sigmoidal y una 
capa con función de transferencia lineal y fue entre-
nada hasta obtener un error del orden de 10-6.

Figura 4: Estructura de la red neuronal

Implementación del modelo neuronal
Se obtuvo un modelo neuronal backpropa-

gation (Hilera y Martínez, 1995) con los siguientes 
valores para las matrices de ponderación:

W2= [ ] significa que la matriz aloja el resultado 
de la primera capa de la red.

Este modelo representa la dinámica del proceso 
de fermentación 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 elaboración 
de aceitunas negras naturales es de fundamental im-
portancia para su posible aplicación como cultivos 
iniciadores de la fermentación.

Por otra parte, el uso de redes neuronales como 
una herramienta para obtener un modelo que permita 
al operador conocer la evolución de la fermentación 
y controlar las variables físico-químicas y microbio-
lógicas 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 parámetros que inciden 
sobre la calidad del producto, a los fines de incremen-
tar su capacidad predictiva.

Algunos parámetros que pueden considerarse de 
importancia son, por ejemplo, los vinculados a las ca-
racterísticas de los frutos que se incorporan a los fer-
mentadores (índice de madurez, relación pulpa/hue-
so, etc.), y aquellos relacionados a las condiciones 
del proceso (relación kg de fruto/litros de salmuera, 
diferentes concentraciones de NaCl y caudal de aire, 
utilización de inóculos iniciadores de la fermenta-
ción, etc.). 

A su vez y a fin de definir el final de la fermenta-
ción, otro parámetro a considerar en el entrenamiento 
de la red neuronal sería la evolución de alguno de 
los compuestos fenólicos, como la oleuropeina, que 
le otorgan el amargor al fruto y que disminuyen a me-
dida que evoluciona la fermentación.

Este trabajo es de particular interés ya que brinda 
sustento científico y tecnológico en la elaboración de 
un producto clave para el crecimiento del noroeste de 
Córdoba.
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