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RESUMEN

La fermentacién es un proceso de conservacion tradicional que le confiere al
alimento modificaciones reflejadas en las caracteristicas organolépticas y de
conservacion deseables tras la accion metabdlica de los microorganismos. De
este proceso, también se puede derivar el aislamiento de microorganismos
probiéticos y/o productores de péptidos antimicrobianos. El proceso de
fermentacion de vegetales es un amplio campo de estudio en donde
principalmente se maneja un método espontaneo sin embargo la inclusién de
cultivos iniciadores es favorable en los procesos de este tipo. La batata es un
alimento muy completo a nivel nutricional lo que la perfila como una matriz
fermentable muy provechosa. El presente trabajo muestra el estudio de

fermentacion de la batata en tres fases:

Fase 1: Primer acercamiento a la fermentacion espontanea de batata, Fase 2:
fermentacién espontanea bajo variables de temperatura, concentracion de
salmuera e interferentes definidas partiendo de los resultados de la fase 1 y Fase
3: Planteamiento y ejecucion de una primera fermentacion de batata con cultivo

iniciador creado a partir de los microorganismos aislados en las fases anteriores.

Palabras clave: Batata, Fermentacion espontanea, cultivo iniciador, péptidos
antimicrobianos.

1 Microbiéloga y Bioanalista, Estudiante de Master Universidad de Sevilla
2 PhD, en Quimica, Tecnologia de alimentos , Profesora titular Universidad de Sevilla.
3 PhD. en Microbiologia , profesor titular Universidad de Sevilla



Optimization study of sweet potato fermentation in brine.
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Fermentation is a traditional conservation process that gives the food
modifications reflected in the organoleptic characteristics and desirable
conservation after the metabolic action of microorganisms. From this process the
isolation of probiotic microorganisms and/or producers of antimicrobial peptides
can also be derived. The process of vegetable fermentation is a wide field of study
where a spontaneous method is mainly handled, however the inclusion of starter
cultures is favorable in processes of this type. The sweet potato is a very
complete food at a nutritional level, which outlines it as a very profitable
fermentable matrix. The present work shows the study of sweet potato
fermentation in three phases: phase 1: first approach to the spontaneous
fermentation of sweet potato, phase 2: spontaneous fermentation under
temperature variables, brine concentration and defined interferents based on the
results of phase 1, and phase 3: approach and execution of a first sweet potato
fermentation whit starter culture created from the microorganisms isolated in the
previous phases.

e Keywords: sweet potato, spontaneous fermentation, starter -cultures,
antimicrobial peptides.



1. INTRODUCCION Y JUSTIFICACION.

La fermentacion ha sido una técnica de conservacion que ha perdurado a lo largo
del tiempo y que sigue siendo estudiada con la aplicacion a mas alimentos dados
los multiples beneficios que este proceso genera como la estabilidad, mejora de
las propiedades organolépticas, nutricionales y en relacién a la salud humana
como lo muestra recientes estudios frente a la modulacion de la microbiota

intestinal (Rezac et al, 2018).

Dentro de los grupos de alimentos cuya fermentacion ya es un proceso muy
conocido encontramos los lacteos, carnicos, bebidas alcohdlicas y algunos
vegetales, sin embargo, este Ultimo grupo tiene aun grandes posibilidades de
seguir siendo estudiado.

Los vegetales pueden ser fermentados a través de dos vias:

e fermentacion esponténea, realizada por la microbiota propia de la matriz
alimentaria

e fermentacion controlada mediante la inoculacion de cultivos iniciadores
previamente seleccionados por sus caracteristicas tecnolégicas y
funcionales otorgandole mayor robustez al proceso (Di Cagno et al.,
2013).

Evaluando la composicion quimica y versatilidad de algunos vegetales se
encuentra que la batata, es un alimento con alto contenido de carbohidratos,
vitaminas y minerales, lo que la perfila como una matriz de interés para los
procesos fermentativos, sin embargo, su uso al respecto se ha inclinado

principalmente en la produccién de bebidas alcohdlicas.

La batata, considerada como un alimento basico, ha sido cultivada quizas desde
el afio 3000 A.C., y representa una fuente importante de alimento en
comunidades indigenas de centro y Surameérica. La expansion de este cultivo se
dio tras el descubrimiento de América puesto que los espafioles llevaron las

raices a Espafia, Africa, Filipinas y el oriente (Icamina, 1985).

Este tubérculo tiene una alta adaptabilidad a terrenos marginales, es de facil

cultivo en espacios reducidos y tiene un sistema de propagacion sencillo lo que
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permite su alta productividad. “La batata, después de la patata y la mandioca, es
el tercer cultivo mas importante de propagacion vegetativa en el mundo. El 70%
de la superficie cultivada, se concentra en China, Nigeria, Tanzania, Uganda y
Malawi. Brasil, Argentina, Peru, Uruguay y Paraguay son los principales paises
productores de Sudamérica” (Plestsch, 2023).

Con el fin de aprovechar el potencial de cosecha de batata en paises
latinoamericanos y su atractivo como alimento a nivel mundial se decide evaluar
un proceso fermentativo como opcion de conservacion, modificacion para crear
otras alternativas de consumo, mejorar sus beneficios a nivel nutricional y la
posibilidad de empleo como vehiculo para microorganismos probiéticos como
producto funcional no lacteo, siendo estos objetivos el fuerte innovador a futuro

con bases de este proyecto.

El presente documento muestra los resultados del proceso fermentativo de la
batata obtenidos en una investigacion experimental efectuada en tres fases

descritas a continuacion:
Fase 1: primer acercamiento a la fermentacion espontanea de batata

Fase 2: fermentacion espontanea bajo variables de temperatura, concentracion

de salmuera e interferentes definidas partiendo de los resultados de la fase 1.

Fase 3: planteamiento y ejecucion de una primera fermentacion de batata con
cultivo iniciador creado a partir de los microorganismos aislados en las fases

anteriores.

El trabajo se desarroll6 en departamento de Microbiologia de la facultad de
Biologia y el departamento de Ingenieria Quimica de la facultad de Quimica de
la universidad de Sevilla.
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2. ANTEDECENTES Y MARCO TEORICO.

2.1.Generalidades de la batata.

Batata (Ipomoea batatas L.), también conocido como boniato, camote o patata
dulce segun la region donde se trate, es el tercer alimento con mayor produccién
dentro de los tubérculos, después de la papa y la yuca. Su estimacion de
produccion anual es en promedio 130 millones de toneladas, generando un
impacto en la economia a nivel mundial, ubicandola después del arroz, maiz y
yuca. Se trata entonces, de una hortaliza de facil cultivo con mudltiples
aplicaciones tanto para alimentacion animal como humana.

Haciendo un comparativo nutricional basado en vitamina A, beta-caroteno, fibra,
proteina, azucares y minerales de este tubérculo entre otras raices, la batata se
perfila como la de mayor contenido convirtiéndola en un vegetal con potencial
salida en la industria de alimentos por su atractivo beneficioso, como se muestra
en la Tabla 1 (Matrti et al., 2011; Florez & Uribe, 2016).

Estudiando a profundidad sus beneficios tenemos que:

e Al ser rico en fenoles y flavonoides, los cuales en conjunto con
proteinas como glutation y las vitaminas que la componen le confieren
un alto poder antioxidante.

e Su alto contenido de fibra permite la facil digestién de carbohidratos
manteniendo niveles controlados de azucar en el organismo de quien
la consume.

e Suimportante contenido de betacaroteno puede actuar como protector
a ciertos tipos de cancer y mejorar la respuesta inmunitaria.

e Finalmente, al ser rica en antocianinas (pigmento que le confiere su
color anaranjado) que, al también ejercer accion antioxidante, ayuda a

reducir la inflamacién de las articulaciones (Marti et al., 2011).
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77 79 60 70 74

Humedad (g)

Energia (Kcal) 360 322 670 494 102
Proteina (g) 1,66 2,0 1,4 1,5 0,08
Lipidos (g) 0,05 0,09 0,28 0,17 0,2
Carbohidratos Totales (g) 20 17 38 28 24,40
Fibra (g) 3 2,2 1.8 4,1 1
Azlcares (@) 4,18 0,78 1.7 0,5 -
Calcio (mg) 30 12 16 17 26
Hierro (mg) 0,61 0,78 0,27 0,54 0,09
Magnesio (mg) 25 23 21 21 -
Fosforo (mg) 47 57 27 55 52
Potasio (mg) 337 421 271 816 -
Sodio (mg) 55 6 14 9 -
Zinc (mg) 0,3 0,29 0,34 0,24 -
Vitamina C (mg) 24 19,7 20,6 17.1 23
Tiamina 0.08 0,08 0,09 0.11 0,07
Rivoflavina 0.06 0,03 0,05 0.03 0,06
Niacina 0.56 1,05 0,85 0.55 3,40

Vitamina A (IU) 14187 2 13 138 60

Beta-Caroteno (ug) 8509 1 8 83 0

Fuente. Elaborado a partir de informacion en (Jimenez, 2005); (Jaramillo, 1980); "Nutrient data laboratory”. United States
Department of Agriculture. Retrieved June 2014.

Tabla 1 Valores nutricionales de diversos tubérculos de interés comercial en
100g de producto.

Su consumo regular es de forma directa en comidas (hervida, frita 0 asada) pero
también, actualmente ya estan disponibles algunos productos a base de batata

como:

¢ harina, otorgando un diferenciador beneficioso al permitir la fabricacién de
panes sin gluten o elaboracién de pastas. Bajo esta matriz se han
desarrollado fermentaciones para evaluar un mejor desempefio de
producto final en fabricacion de pasta (Neri, 2016; Neti et al., 2014).

e licores a partir de procesos de fermentacion y destilacion junto a otros
cereales como arroz y cebada, obteniendo aguardiente o alcohol blanco
conocido como Shochu, siendo procesos de experimentaciones no tan
antiguos en algunos paises y en otros como Japoén, representando una
bebida espirituosa tradicional (Andrade et al., 2009; Ferrari et al., 2020).
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e Jaleas, refrescos, mermeladas y compotas, principalmente en India.
Algunas formulaciones de compotas se han elaborado con el fin de
determinar polifenoles y su capacidad antioxidante teniendo en cuenta la
aceptabilidad sensorial de este producto (Mukhopadhyay et al., 2011;
Caldas, 2020).

También se ha encontrado que es materia prima para obtencion de productos
fuera de la linea de alimentos como produccion de almidén, papel, cosméticos y
glucosa (Mukhopadhyay et al., 2011).

2.2.Fermentacion.

Podemos definir la fermentacion de forma conceptual como: “proceso bioquimico
que tiene lugar cuando los microorganismos presentes en un alimento usan
como sustratos organicos, para sus procesos metabdlicos especificos, algunas
de las estructuras que integran la composicién quimica de ese alimento” (Bello,
2013).

También se puede definir como un proceso tecnoldgico que aporta diversos

beneficios tales como (Andreu, M. & Saavedra-Coutado, C., 2022) :

(1) Sostenibilidad, por la facilidad de los procesos y menores costes energéticos,
promocién de la seguridad alimentaria e incremento de vida util al desarrollar un
descenso de pH y produccion de péptidos antimicrobianos que actian como
protectores frente a crecimiento de patégenos

(2) Transformacion organoléptica, al mejorar y ofrecer una diversa intensidad de

sabores, aromas y texturas que generan nuevas experiencias

(3) Funcionalidad, en efectos positivos sobre la salud mejorando la digestibilidad
y favoreciendo la microbiota, este ultimo beneficio o convierte actualmente en
un proceso muy atractivo para lograr productos que satisfagan el nivel de

exigencia de los consumidores.
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Existes dos maneras de fermentar un alimento: de forma espontanea, que
sucede por si sola con la microbiota presente de forma natural en el alimento, o
bien por fermentacion inducida, usando cultivos iniciadores que han sido
previamente seleccionados con el fin de obtener un resultado particular (Pizard,
2022).

La fermentacién espontanea es un sistema dinamico que permite la obtencion
de sabores y aromas unicos, haciéndolo un proceso llamativo. A nivel industrial
es un foco de interés dado que de este se pueden aislar microorganismos que
generen caracteristicas industrialmente relevantes y diferenciadoras. Los
microorganismos relacionados en este tipo de fermentaciones vienen
generalmente de las materias primas, equipos o ambientes de proceso, donde
ha sobrevivido a diferentes circunstancias ambientales y compite por
mantenerse dentro de una comunidad microbiana (Mudoor Sooresh et al., 2023).

Por otra parte, lo comunmente usado en la industria son cultivos iniciadores ya
definidos y no necesariamente propios de la matriz alimentaria, los cuales
permiten el desarrollo de caracteristicas deseables previamente obtenida y

estandarizadas como es el caso del proceso cervecero industrializado.

En relacién a la batata, fuera de fermentacion y destilacion para obtencion de
alcohol, se encuentran algunos estudios sobre procesos fermentativos
inducidos, basados en uso de bacterias acido lacticas, queriendo lograr una
biotransformacion del vegetal con la finalidad de resaltar, mejorar y preservar las
cualidades que funcionalmente este alimento aporta de forma beneficiosa a los
seres humanos (Chintha et al., 2021).

Otro estudio a partir de trozos de batata fermentados con cultivo mixto iniciador
compuesto de Lactobacillus plantarum y Leuconostoc mesenteroides frente a un
control con fermentacion espontanea, mostro que esta Ultima presento menor
recuento de bacterias acido lacticas, evidenciando igualmente la obtencion de
acido lactico directamente proporcional al recuento; en ambos casos la firmeza
de la verdura va disminuyendo con el paso de los dias de fermentacion (Neti,
2013).
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2.2.1. Técnicade fermentacion tipo brining.

Se basa en el uso de un medio salino, siendo este uno de los métodos mas
antiguos de conservacién que aun sigue vigente por su alta efectividad, bajo

costo y facil desarrollo de determinados microorganismos beneficiosos.

La concentracion de sal comunmente usada se encuentra en un amplio rango
dependiendo del alimento a fermentar, encontrando registros de uso de
salmuera desde 2-3% de NaCl para la col, hasta 4-7% en aceitunas verdes. La
seleccidn de una u otra concentracion también depende, en gran medida, de la
tendencia del producto a sufrir ablandamiento durante su permanencia en
salmuera, lo que se origina por las enzimas pectinoliticas de origen microbiano
o provenientes del propio vegetal. Dicho grado de concentracion en salmuera es
un pardmetro que va definido con la textura que se quiera lograr (Montafio, A.,
De Castro, A., & Rejano, L, 1992).

2.3.Cultivos iniciadores.

Son consorcios microbianos que permiten la obtencién de caracteristicas

puntuales tras su uso en los procesos fermentativos inducidos.

A la hora de su formulacién se recomienda la inclusion de parte de la microbiota
propia de vegetales ya que los cultivos autdctonos pueden garantizar una vida
atil prolongada y propiedades nutricionales, reolégicas y sensoriales especificas.
Por tal razén, es fundamental conocer y caracterizar la microbiologia de la matriz

alimentaria antes de cualquier montaje (Di Cagno et al., 2013).

2.4.Probiéticos.

La palabra probidtico es un término en auge que significa “a favor de la vida” y

es usada para catalogar a los microorganismos que ejercen beneficios sobre los



16

seres humanos y animales. Requieren de disponibilidad de carbohidratos,
vitaminas, aminoacidos y el control de variables como la temperatura para su

rapido crecimiento.

Existen diversos tipos de probi6ticos como bacterias o levaduras los cuales
cumplen con caracteristicas para ejercer su efecto probiético como (Bautista, S.
& Escobar, K., 2023):

e Ser resistentes a medios acidos y la bilis.

e Poseer una alta supervivencia y rapida multiplicacion en el tracto digestivo

e No ser patégenos para el hospedador

e Tener una alta capacidad de adhesion a las superficies epiteliales

e Soportar el estrés durante la produccion, procesamiento y distribucion de
los alimentos de manera que lleguen viables al intestino de los seres

Vivos.

En principio, cualquier componente de la microbiota de los organismos podria
contemplarse como opcién para catalogarse como probidtico siempre y cuando
cumplan con lo descrito anteriormente. Sin embargo, en la practica se han
establecido al momento dos grupos microbianos por ser los Unicos dentro de la
microbiota colonizadora de mucosas como inocuos bajo cualquier circunstancia
y son: los lactobacilos y las bifidobacterias, por ello son reconocidos como
organismos Generally Regarded As Safe (GRAS) y Qualified Presumption of
Safety (QPS) por la FDA y la EFSA siendo las principales bacterias usadas en
los alimentos (Pérez & Trinidad, 2022).

Genero Lactobacillus:

Bacterias de forma bacilar que, en condiciones puntuales pueden parecer cocos,
catalasa negativo y no formadoras de esporas; comunmente conocidas por
producir acido lactico como metabolito primario. Se encuentran principalmente

en medios con alto contenido de carbohidratos.
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Genero Bifidobacterium:

Son bacterias Gram positivas, catalogadas como pleomorficas, pero
mayormente de forma bacilar, catalasa negativo y la mayoria de cepas
anaerobias estrictas con algunas aerotolerantes, no forman esporas

Ambos géneros anteriormente descritos pertenecen al grupo de Bacterias acido-
lacticas (BAL).

2.5.Péptidos antimicrobianos.

Son una familia de sustancias peptidicas o polipeptidicas con un amplio espectro
de actividad antimicrobiana (“antibacteriana, antifingica, antiviral e incluso, en
algunos casos antitumoral”’) y multiples mecanismos de accion como
interacciones con la membrana celular, inhibicion de la sintesis proteica y de
acidos nucleicos o reclutamiento y promociéon de otros elementos de la
inmunidad. Estos péptidos son desarrollados por diversos organismos desde los
procariotas con las bacteriocinas hasta los eucariotas vertebrados (Bulet et al.,
2004; Téllez & Castafio, 2010)

La gran diversidad y produccion de péptidos antimicrobianos no solo se debe a
gue son producidos por diferentes tipos de células, sino a su variada estructura
guimica y composicion. Se puede hablar de una evolucién de estas sustancias
dada la interaccion de cada especie con su ambiente y patégenos especificos,
obligando a mejorar sus mecanismos de accion por presion selectiva (Téllez &
Castafio, 2010).

Las bacteriocinas, son sustancias biolégicamente activas, sintetizadas por
bacterias que pueden actuar como bactericidas o bacteriostéaticos frente a otros
microorganismos. Son compuestos creados en el ribosoma, resultantes del
metabolismo secundario de ciertas bacterias y son de gran interés dado que
presentan un amplio potencial como bioconservador, principalmente en los

alimentos minimamente procesados (Kumarinya et al., 2019; Favaro, 2015).

El reciente estudio de estos péptidos ha demostrado su potencial para mejorar

la calidad microbioldgica de distintos tipos de alimentos y prolongar la vida util
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de los productos, por lo que resultan ser alternativa a tener en cuenta en los
procesos de produccién, por otro lado, se perfilan como una opcion que puede
responder al interés de los consumidores por alimentos inocuos con

conservantes naturales (Garcia & Guerrero, 2023).

Las bacteriocinas que han sido principalmente estudiadas en la industria
alimentaria, son las producidas por las BAL dado que, ademas de ser
comunmente empleadas en el procesamiento de alimentos por su gran
contribucion al sabor, textura, valor nutricional de las matrices alimentarias tienen
el estatus de GRAS (Castellanos et al., 2022).

2.6. Bacterias acido lacticas.

Las BAL, son microorganismos grampositivos, catalasa y oxidasa negativas y
exigentes respecto a los requisitos nutritivos. La proliferacion mejora
considerablemente con condiciones micro aerodbicas, aunque en términos
generales tienen una proliferacion lenta y unas colonias de menor tamafio que
otros microorganismos. Pueden crecer en medios no selectivos con una

incubacion prolongada.

Estos microorganismos tienen diversas aplicaciones estudiadas y usadas a nivel
industrial (Figura 1)(Wang et al., 2022 ).

Teniendo en cuenta sus caracteristicas fermentativas y productos finales, estas

se agrupan como (Ramirez et al., 2011).

¢ Homofermentadoras: Poseen la enzima aldolasa y producen acido lactico
como producto principal de la fermentacién de la glucosa. Ejemplos de
este grupo se tienen especies de Streptococcus, Pediococcus y algunos
Lactobacillus.

e Heterofermentadoras: consideradas las bacterias capaces de convertir
hexosas a pentosas produciendo tras la fermentacion ademas de 4cido
lactico, cantidades significativas de otros productos como acetato, etanol
y CO,. Dentro de este grupo se tienen las del género Leuconostoc,

Oenococcus, Lactosphaera y algunos Lactobacillus.
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Figura 1 Aplicacién industrial de bacterias acido-lacticas.

En los procesos fermentativos su funcion es convertir los azlcares libres en
acido lactico, lo que genera la acidificacién rapidamente de la matriz alimentaria

proporcionando seguridad microbiana y extension de vida util.

4 Figura tomada de: Wang, Y., Zhang, C., Liu, F., Jin, Z. & Xia, X. . (2022). Ecological succession
and functional characteristics of lactic acid bacteria in traditional fermented foods. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition. doi:10.1080/10408398.2021.2025035
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1. OBJETIVOS

El presente trabajo pretende hacer un analisis de la fermentacion de la batata

por método espontaneo realizando:

e Mediciones de parametros fisicoquimicos como acidez total, pH y materia
seca soluble.

e Valoraciébn microbiolégica buscando aislar los microorganismos que
generan este proceso de manera natural y evaluar posibles beneficios de
su metabolismo con la produccion de moléculas antimicrobianas.

e Andlisis sensorial descriptivo y hedodnico de la batata fermentada en

distintos estadios.

Finalmente, establecer la relacion de los diferentes parametros y un primer
acercamiento a las posibles condiciones mas favorables para generar una

fermentacion con cultivo iniciador.
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2. MATERIALES Y METODOS.

A continuacion, se describen los materiales y equipos usados para cada

etapa y los métodos empleados consignados en 3 fases de experimentacion.

2.1.Proceso de fermentacion:

e Batata adquirida en los supermercados de cadena en Sevilla (origen:
Espafa).

e Sal comun de mesa

e Agua potable, no embotellada.

e Cortador y rallador de cocina

¢ Olla de acero inoxidable

¢ Recipientes de vidrio formato 125 ml con tapas Twist Off O66.

e Incubadoras de 20, 28 y 30 °C

e Autoclave

2.2.Analisis fisicoquimicos:

e Determinaciéon del pH: se empled el pH-metro digital de bolsillo
Milwaukee pH 600, con un rango entre 0.0 - 14.0 pH, una precision de *
0.1 pH y una calibracién manual usando patrones a pH 4 y pH 7 y vaso
de precipitado de 100ml.

e Determinacion de la acidez total por valoracion: se empled solucion de
NaOH a 0.5 M, fenolftaleina como indicador, pipeta Pasteur, bureta y
vaso de precipitado.

e Determinacion de la masa seca soluble: se utiliz6 el refractometro manual

ATAGO (escala 0-32 ° Brix, precision 0,5° Brix) y pipeta Pasteur.
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2.3.Anélisis microbiolégicos

¢ Diluciones, siembra en superficie y conteo: se requirié eppendorfs,
gradillas, micropipetas de 100uL, asa, medios agar LS diferencial (SIGMA
ALDRICH) y MRS (Thermo Scientific™ Oxoid™), bolas de cristal
estériles, jarra de anaerobiosis, sobres de AnaeroGen 2.5L (Thermo
Scientific™), mechero, cAmara para siembra y contador de colonias (LBX
CC100 Colony Counter).

e Tincidn de gram: se emple6 asa de siembra, mechero, agua destilada,
colorantes de tincibn Gram (cristal violeta, lugol, alcohol, safranina),
varillas de tincion, portaobjetos y microscopio optico.

e Pruebas bioguimicas de catalasa y oxidasa: se uso6 peroxido de hidrogeno
al 30%, portaobjetos, papel filtro, solucién al 1% de NNN'N’, tetrametil, 1-
4 fenilendiamina (TDP) en agua destilada, palillos estériles y micropipeta.

e Péptidos antimicrobianos: Se emplearon medios de agar LS diferencial
(SIGMA ALDRICH) y MRS (Thermo Scientific™ Oxoid™), palillos
estériles, caldo inoculado con cepas de referencia para uso de laboratorio
(Escherichia coli, Enterococcus fecalis, Enterobacter cloacae, Salmonella

tiphymurium, Bacillus cereus, Psudomonas aeruginosa y Klebsiella

pneumoniae) y agar de cobertera (0,6%).

2.4.Montaje de cultivo iniciador:

Se empled solucion salina al 1,5% estéril, placas con microorganismos
previamente aislados y seleccionados, eppendorfs, gradillas, asa de siembra,
mechero, vortex, campana para siembra, espectrofotometro y cubetas estériles

de lectura.

2.5. PCRy electroforesis.

Se emple6 eppendorfs, micropipeta, puntas estériles, agua estéril, plancha de
calentamiento para lisis, vortex, centrifuga (Thermo SCIENTIFIC), Kit de PCR
(MM, primer Forward y Primer Reverso) y equipo de amplificacion BIORAD.
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Gel de agarosa, bromuro de etidio, equipo Mupid-one advance.

2.6.Métodos:

2.6.1. Fase l.

Montaje para la fermentacion espontanea inicial.

Se realiz6 la preparacion de la salmuera al 1,5% y 3% de NaCl
(dosificaron 15 g y 30 g de sal por cada litro de agua potable
correspondientemente y se mezclé hasta disolverse).

Se lavo la batata retirando residuos de tierra visibles; se seco con toalla
desechable y se cortd en trozos de 3 cm de largo y 0,5 cm de diametro
aproximadamente; se introdujeron los trozos de batata hasta alcanzar un
peso de 95 g en cada frasco y se afiadio la salmuera (170 ml), quedando
un espacio de cabeza de 2,5 cm aproximadamente.

Se realiz6 la medicion de pH inicial a temperatura ambiente.
Posteriormente, se incubaron muestras por duplicado de batata en
salmuera de 1,5y 3% en temperaturas de 20 y 28°C durante 69 horas.
Una vez transcurrio el tiempo de incubacion se procedié a retirar los
frascos de las camaras de incubacion y realizar analisis fisicoquimicos y

microbioldgicos a la salmuera, activamente fermentada.

Medicion de pH: se realizé mediante el uso del potenciometro
sumergiéndose en una alicuota previamente homogeneizada vy

agitdndose dentro de la misma hasta encontrar un valor estable.

Medicion de los sélidos solubles (°Brix): usando el refractometro, se
dispensé muestra con ayuda de una pipeta Pasteur, de 3 a 5 gotas hasta
cubrir el prisma principal, se bajo la cubierta y se realizd lectura por el
lente con direccion a una fuente de luz y enfocando para definir la medida

en la escala.
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Acidez valorable (acidez total): se realiz6 una valoracion a 20 ml de
muestra con NaOH 0.5M determinando su punto final con fenolftaleina
como indicador de color. Se realizaron los calculos aplicando la siguiente

ecuacion:

MV
Acidez total = —NaOH

VM tra

M= Concentracién molar de solucidn titulable de NaOH.

Vnaon= Volumen en litros de NaOH gastado en la titulacion de la muestra

Vuera= VOlumen en litros de muestra titulada.

Recuento de microorganismos en placa: se realiz6 el método tradicional
de diluciones microbiolégicas seriadas a partir de una alicuota
representativa de la salmuera fermentada y posterior siembra en
superficie, transcurrido el tiempo de incubacion se realizd el conteo con
ayuda del contador de colonias y a partir de las placas que muestran un
crecimiento entre 30 y 300 colonias se realiza un promedio para obtener

las UFC relacionadas a la dilucion.

Aislamiento de colonias: se tomdé con asa estéril biomasa a partir de las
placas de recuento seleccionadas, se ubicé en un &rea periférica de la
placa Petri con medio de cultivo MRS y LS estéril y por medio de la técnica
de siembra por agotamiento y flameando el asa en los intermedios se

obtuvieron colonas aisladas al final de las estrias.

Tincidon de Gram: se realizé siguiendo la técnica basica de esta tincion
microbioldgica asi, se extendié la muestra a analizar sobre el portaobjetos
en una gota de agua destilada, se esperé que secara y se fij6 con calor.
Se procedi6 a la aplicacion de cristal violeta (2min), lugol (1min), alcohol
(30seg) y safranina (2min), realizando lavados con agua en los

intermedios de cada sustancia. Se dejo secar el portaobjetos y se observo
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al microscopio catalogando Gram positivos los microorganismos color

violeta y Gram negativos los microorganismos color rosa.

e Oxidasa: En camara de siembra se tomo, con ayuda de un palillo estéril
parte de la colonia a evaluar crecida previamente en medio sélido, se
colocd sobre un trozo de papel de filtro en un portaobjetos. Se agregaron
unas gotas del reactivo de TPD (NNN'N’, tetrametil, 1-4 fenilendiamina)
sobre la colonia hasta impregnar totalmente el papel de filtro. La aparicion
de un color morado sobre la muestra durante los primeros segundos se

considera como una prueba positiva

e Catalasa. En camara de siembra se tomd, con ayuda de un palillo estéril,
parte de la colonia a evaluar crecida previamente en medio sélido y se
colocé sobre un portaobjetos y se agregaron unas gotas de peroxido de
hidrogeno (3%) sobre la biomasa. La prueba positiva se manifiesta por la

formacion de burbujas debido a la descomposicion del H,0,.

2.6.2. Fase 2.

e Montaje de fermentacion espontanea con variables controladas.

Partiendo de los resultados experimentales de la fase 1 se establecio realizar la
fermentacién desde una preparacion de mezcla madre con concentracién de

salmuera de 1,5% de NaCl e incubacién a 30°C, asi:

Se realizé la preparacion de la salmuera al 1,5% de NacCl ( se dosificaron 15 g

de sal por cada litro de agua potable y se mezclé hasta disolverse).

Se lavo la batata con agua y se realiz6 accion mecéanica minuciosamente con
ayuda de una esponja nueva con el fin de retirar residuos de tierra entre otros;
se secoO con toalla desechable y se cortd en trozos de 3 cm de largo por 0,5 cm
de diametro aproximadamente; se realizé la preparaciéon madre en una olla de
acero inoxidable previamente higienizada, se homogeneiz6 la mezcla y se
dispensé uniformemente en peso los trozos de batata y la salmuera en 5 frascos

previamente esterilizados dejando un espacio de cabeza de 1 cm (justo el cuello
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del recipiente) con el fin de desfavorecer el crecimiento de microorganismos

aerobios.

Se realizO medicion de pH y acidez inicial a temperatura ambiente,
posteriormente se incubaron los cinco frascos a 30 °C y se fue retirando uno por
dia realizando las correspondientes mediciones de pH, acidez total, solidos

solubles y conteo microbioldgico.

Figura 2 Montaje fermentacion, Fase 2.

e Evaluacién de Péptidos antimicrobianos
Para la evaluacion de péptidos antimicrobianos se realiz6 por dos métodos.

1. Previo crecimiento de bacterias a evaluar: Se realizo siembra en medios
MRS y LS teniendo en cuenta el medio de procedencia de crecimiento
inicial de los microorganismos. Transcurridas 24 horas de incubacion a 30
°C y tras observar crecimiento de colonia se dispenso la cobertera
inoculada con 20 pL de E. coli y se incubé nuevamente 24 horas a 30 °C.

2. Inoculacién de bacterias a evaluar y puesta de cobertera inoculada con
20 pL de E. coli el mismo dia y se procedi6é a incubar durante 24 horas a
30 °C.
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Teniendo en cuenta un mejor resultado usando el método 1, se procedié a
replicar con coberteras inoculadas con: E. fecalis, E. cloacae, S tiphymurium, B.

cereus, P. aeruginosa y K. pneumoniae

e Comparativo de crecimiento entre temperaturas de 28 °C y 30 °C de

incubacion.

Se realiz6 siembra de las colonias seleccionadas de fase 1y 2 identificadas en
agar LS y en agar MRS, se incubaron durante 48 horas en camara de

anaerobiosis y en las temperaturas a evaluar.

e PCRYy electroforesis.

A partir de las colonias aisladas se realiz6 lisis celular para obtencién de ADN,

se procedi6 a realizar montaje de PCR y posterior amplificacion.

Para comprobar que la PCR se habia desarrollo adecuadamente se procedié a
realizar la electroforesis en gel de agarosa esperando un tamafio de banda de

1500 pb dados los cebadores usados.

2.6.3. Fase3

e Preparacion de inoculo:

Para el desarrollo del cultivo iniciador especifico para la batata, se seleccionaron
y agruparon los microorganismos de entre los aislados en fase 1 y 2 con

caracteristicas morfologicas y bioquimicas similares.

Se preparo la dilucion en salmuera estéril de cada microorganismo a una
densidad Optica alrededor de 0,5 a 650 nm y se realizé el montaje de 5

consorcios con 100 pyL de cada dilucion de microorganismos (Figura 2).
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e Montaje de fermentacién con cultivo starter.

Se realizé la preparacion de la salmuera al 1,5% de NaCl dosificando 15 g de sal
por cada litro de agua potable, se homogeneiz6 y se sometido a proceso de

esterilizacion.

Se lavo, retirg la corteza y corto la batata en trozos de 3 cm de largo por 0,5 cm
de didmetro aproximadamente y se reservo en una olla de acero inoxidable
previamente higienizada; en campana se dosificaron 1489 de batata cortada en
cada frasco previamente esterilizado y se afiadié a cada uno la salmuera estéril
cubriendo completamente la batata dejando aproximadamente 1 cm de espacio
de cabeza. Para la incorporacién del cultivo iniciador se valoro la metodologia de
inoculacion directa dado que el consorcio fue preparado en salmuera estéril,

posteriormente se homogeneiz6 e incubd a 30 °C.
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3. RESULTADOS.

3.1.Fase 1.

Transcurridas las 69 horas de incubacion se procedio a evaluar la fermentacion,
se evidencié crecimiento de mohos en algunos frascos incubados en ambas
temperaturas y cuya concentracion de salmuera era 3%, presentando un olor a
tierra intenso, por el contrario los que no presentaron este crecimiento de mohos
desarrollaron unicamente un olor afrutado con notas &cidas agradables

principalmente, en cuya salmuera era 1,5% de concentracion.

A partir de esta apreciacion se seleccionaron los frascos sin crecimiento de moho
y se procedido a homogeneizar para realizar mediciones de pH, acidez total y
solidos solubles, obteniendo los resultados que se presentan en la Tabla 2. Se
tomod una alicuota representativa de cada frasco como suspension inicial y
diluciones decimales para examen microbiologico hasta 10~ efectuando su
respectiva siembra en superficie en agar MRS y LS, posteriormente se incubaron

en camara de anaerobiosis durante 72 horas y se realizo el conteo (Tabla 3).

: Concentracion Solidos | Acidez
Tiempo Temperatura pH
(horas) (°C) de Salmuera (upH) solubles | Total
(%) P (°Brix) | (mol/L)
. 15 7,8 - -
0 ambiente 3 7 - :
1,5 5 25 -
2 ’ :
68 ° 3 5 3,5 :
28 115 4 4 -
3 3,5 4,5 -
20 15 4 4 0,26
140 3 3,8 5 0,31
28 15 3,6 4 0,4
3 3,4 4,5 0,43

Tabla 2 Resultados de andlisis fisico- quimicos en fermentacion, Fase 1.
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Crecimiento en
Temperatura de NaCl] Medio de cultivo Crecimiento Medio de
incubacion (°C) LS Diferential cultivo MRS (UFC/ml)
(UFC/ml)

15 2,4 x 10 E9 3,2x10ES8

20 3 2,2x10E9 3,0x10ES8

15 6,4 x 10 E9 5,1x10E9

28 3 55x10E8 3,7x10ES8

Tabla 3 Conteo microbiolégico a 69 horas de incubacion, Fase 1.

A partir de las colonias obtenidas tras las diluciones para el conteo en placa se

realiz6 un aislamiento de 17 microorganismos usando técnicas de microbiologia

clasica teniendo en cuenta su medio de procedencia, tras de su incubacion se

realizd la evaluacion morfolégica macro y microscépica junto con pruebas

bioquimicas de catalasa y oxidasa para lograr una clasificacion inicial, los

resultados se consignan en la tabla 4 donde se asigna una codificacion para

manejo interno, guardar trazabilidad, conservacién y continuar con su estudio.

Medio . 1 Prueba Prueba
T de Id. Morfologia de | Morfologia
incubacion INEre e interna colonia microscopia e e
cultivo en 100x catalasa | Oxidasa
Circular, rosa
claro y borde .
Bacilos
blanco,
A . gram + -
brillante y ..
positivos
convexay
1,5 borde entero.
Bacilos
Punteada,
28 LS . gram
rosa brillante, .
B positivos, - -
plana y borde .
dispuestos
entero.
en pares.
Forma .
irregular rosa Bacilos
3 C ram - -
con borde 9 .a.
positivos
claro
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brillante,
elevada.

Circular, rosa
claro y borde

blanco Bacilos
. ' ram
brillante y 9 .
positivos
convexay
borde entero.
Punteada, .

. Bacilos
rosa brillante, ram
plana y borde g ,

entero positivos
Punteada,
rosa brillante, | Cocos gram
planay borde Positivos
entero.
ircular
15 Clrcular,
Rosa intenso .
. . Bacilos
brillante, lisa ram
y de borde neg ativos
Traslucido a 9
blanco.
20
Punteada,
rosa brillante, | Cocos gram
plana y borde positivos
entero.
3 Circular,

Rosa intenso )
brillante, lisa Bacilos
y de borde gram

_ negativos
Traslucido a
blanco.
Forma
rizoide, café
claro, opaca, Bacterias
prominente, | filamentosas
superficie , gram
rugosay positivas
borde
rizoeide.
Mediana
28 15 MRS circular, color
crema Bacilos
brillante, gram
mucosa, positivos
convexay de
borde entero.
Mediana .
) Bacilos
circular color ram
Blanco, 9 ..
positivos

plana, opaca
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y de borde
entero.
Forma
rizoide, café .
Bacilos
claro, opaca,
. gram
prominente, -
M superficie positivos, * i
rugosa y observados
en 100x
borde
rizoeide.
Mediana
circular, color
Coco-
3 crema Bacilos
N brillante, - -
gram
mucosa, -
positivos.
convexay de
borde entero.
Mediana
circular color .
Bacilos
Blanco,
O . gram + -
concentrica, -
positivos.
opacay de
borde entero.
15 P Punteada y Coco gram
20 ' brillante. positivos.
3 0 Punteada y Coco gram i i
brillante positivos.

Tabla 4 Descripcion de las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de los
microorganismos aislados en Fase 1

Teniendo en cuenta la caracterizacion fenotipica mediante cultivo en placa,
tincion de gram y resultado de pruebas bioquimicas se agruparon los
microorganismos con presunta similitud asi: A-D, B-E, C, F-H, G-I, J-M, K-N, L-
Oy P-Q.
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*Figura en aumento.

Morfologia cocobacilar de un aislado (100x) *Figura en aumento.

Figura 4 Tincion de Gram de algunas colonias aisladas.

3.2.Fase 2.

A partir de los resultados de la fase 1, al percibirse los mismos aromas y ausencia
de crecimiento de mohos ambientales con la combinacién de variables de

temperatura a 28°C y salmuera al 1,5% de concentracion, se realiz6 montaje de
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la fermentacion estableciendo estos parametros. Para contribuir en la
homogeneidad de la ecologia microbiana se parte de una preparacion madre.
Se dosifico en frascos independientes para realizar un seguimiento poblacional
microbiano, evitando interferencia por la manipulacién de muestras a la hora de
los andlisis. Las mediciones dia a dia arrojaron los siguientes resultados en torno

a parametros fisico-quimicos y crecimiento microbiolégico (Tabla 5).

) ) Solidos UFC/ml en medio:
Tiempo Acidez total
(horas) | PP UPH) | oy | Solubles LS MRS
(°Brix)
0 7.3 0.013 15 ND ND
23 51 0.055 2 45x10E8| 1,1 x10E®6
47 4.0 0.155 2,5 2,7x10E9| 1,2x10E8
71 3.8 0.310 4,2 1,8x10E9 | 2,9x 10 E8
115 3.7 0.488 4,5 6,6 x 10E8 | 3,4x10E8
190 3.5 0.875 4 ND ND

ND: No determinado.

Tabla 5 Resultado de parametros fisico-quimicos y conteo microbiologico
durante el proceso de fermentacién, Fase2.

La caida de pH, que tedricamente se considera Optima para los procesos
fermentativos esta alrededor de 4 0 menos, este valor se alcanzo en las primeras
48 horas observando a su vez, un aumento de acidez total en la salmuera (Figura
1).

Relacion de pH, acidez vs tiempo.

1
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

pH
O B N W & U1 OO N
Acidez total [H+]

Tiempo (horas)
—@— pH Acidez total

Figura 5 Evaluacion del pH y acidez total durante la fermentacion. Fase 2.
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Las diluciones sembradas en placa Petri para conteo microbiolégico fueron
incubadas en camara de anaerobiosis durante 72 horas para ambos medios de

cultivo, mostrando un mayor crecimiento en medio LS.

Curva de crecimiento microbiano

10

9 /\\.

—@— Medio LS

Log[ufc/ml]

6 Medio MRS

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (h)

Figura 6 Conteo microbiolégico en medio LS Diferencial y MRS durante el
proceso fermentativo en fase 2.

A partir del crecimiento obtenido en las diluciones realizadas a las 71 horas de
fermentacién se aislaron 4 microorganismos para su posterior caracterizacion
fenotipica mediante cultivo en placa, pruebas de catalasa y oxidasa, obteniendo

los resultados que se muestran en la Tabla 6.

Medio - Prueba Prueba
de - Morfologia de colonia de de
_ interna )
cultivo catalasa | Oxidasa

Mediana circular color crema, convexa,

opaca y de borde entero.

MRS . - -
s Mediana circular, color crema brillante,
mucosa, convexa y de borde entero.
Punteada, color blanco y leve punto .
T _ Débil + -
s rosa central, brillante y de borde entero

U Punteada, rosa brillante, plana y borde
entero.

Tabla 6 Caracterizacion fenotipica de microorganismos aislados en 71 horas de
fermentacioén, Fase 2.
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A las 71 horas del proceso de fermentacion se observa en los frascos la
formacion de una capa blanca superficial siendo mas consistente en los
recipientes que no han sido abiertos ni homogenizados previamente para
analisis, se realizé montaje al microscopio y siembra directa de dicha pelicula en
agar MRS y posteriormente replicas para lograr un mejor aislamiento,
desarrollando morfologia de colonia mediana, circular, color crema, convexa,
opaca y de borde entero propia de levaduras, como se observa en la ilustracion
4.

Id. interna del microorganismo: W

Figura 7 Caracterizacion microscopica y macroscoépica de capa formada en

fermentacién a 71 horas.
(a.) Capa blanca superficial. (b). Levaduras en gemacién observadas en aumento 40X.
(c.) Colonias en medio MRS

3.2.1. Péptidos antimicrobianos

Se realiz6 el montaje por los dos métodos descritos en la seccion 4.5.2 con
cobertera inoculada con E. coli encontrando un mejor desarrollo y visibilizacién
del halo de inhibicion de crecimiento por el método n°2 donde se realiza una
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siembra previa del medio con los microorganismos a evaluar e incubacion
durante 24 horas garantizando un crecimiento antes de dispensar la cobertera
inoculada. Asi mismo se evidencio un mejor desarrollo de la técnica en el medio
LS dado que en MRS no se percibe crecimiento ni inhibicién. Los halos de
inhibiciébn se observaron tras 48 horas de incubacion. Los microorganismos
evaluados fueron los siguientes: C,B,F, T,U, O, N,P,R, Sy J.

Evaluacion de placas con cobertera inoculada co

E. coli.

Agar LS

Agar MRS

N.° 2 con previo crecimiento, en medios LS y MRS
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Partiendo de esto se realiz6 el mismo montaje Unicamente sobre medio LS

previamente sembrados con los microorganismos aislados y con coberteras que

contenian E. fecalis, E. cloacae, S tiphymurium, B. cereus, P. aeruginosa y K.

pneumoniae. y se incubaron durante 48 horas.

Se realiza interpretacién basada en cuatro criterios de evaluacion:

Inhibicién nula (NO)

Inhibicion baja (+) cuando el halo que expresa es menor a 5 mm

Inhibicion media (++) cuando el halo que expresa esta entre 5 mm y 25

mm.

Inhibicién alta (+++) cuando el halo que expresa es mayor a los 25 mm.

obteniendo los resultados que se muestran a continuacion en la Tabla 7

Inoculo

E. coli E. E. S B. P. K.
fecalis | cloacae | tiphymurium | cereus | aeruginosa | pneumoniae

Colonia
C + + No + No +++ No
++ No No No No No No
F ++ No No No No No No
J ++ No + No No No No
T ++ No No No No No No
U ++ No No No No No No
N - No + No No No No
O - No No No No No No
P - No No No No No No
R - +++ No No + No No
S - No +++ No No No No
W - +++ No No + No No

Tabla 7 Evaluacion de produccién de péptidos antimicrobianos en
microorganismos aislados en fase 1y fase 2
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Las bacterias que presentaron halos de inhibicion se percibieron mejor dejando
su incubacién 48 horas adicionales a las iniciales para un total de 96 horas.
Algunos ejemplos de los resultados obtenidos se pueden observar en la Figura
9.

Ejemplos de inhibiciones obtenidas.

Figura 9 Ejemplos de inhibiciones obtenidas:
a. Cobertera inoculada con Enterobacter cloacae, b. Cobertera inoculada con P. aeruginosa , c.
Cobertera inoculada con E fecalis.

3.2.2. Comparativo de temperatura

Se realiz6 el andlisis comparativo para las colonias identificadas como C, B, F,
T,UenagarLSyO, N, P, SyJ. en agar MRS. Transcurridas las 48 horas de
incubacion en camara de anaerobiosis se realizaron las siguientes

observaciones:

e En la lectura de las placas de MRS, no se observo crecimiento de la
colonia P para ninguna de las temperaturas, la colonia S no presento
crecimiento a 28°C y tuvo un débil crecimiento a 30°C, para las colonias
N, Oy P, se observé crecimiento en ambas temperaturas siendo mejor a
28°C.

e En la lectura de las placas de LS, no se observaron diferencias
significativas de crecimiento de colonia en términos de velocidad y
cantidad de biomasa aparente, sin embargo, se aprecia una diferencia en
la aparicion de un pigmento rojo como se muestra la figura 9. A 30°C se
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observa en todas las colonias tanto en el anverso como reverso de la caja,

una mayor concentracion de pigmentos a excepcion de la colonia C, que

desarroll6 mayor pigmentacion a 28°C.

Figura 10 Comparativo de c
a. Anverso de la placa (derecha a 28°C, izquierda a 30°C.)
b. Reverso de la placa (derecha a 28°C, izquierda a 30°C).

3.2.3. Conservacion:

recimiento con variable de temperatura.

De las muestras analizadas y homogeneizadas (generando ruptura de capa

blanca) se procedié a dejar una en incubacion y otra en refrigeracion durante 2

meses obteniendo los siguientes resultados fisicoquimicos

Parametro Incubacién a 30°C Refrigeracion 4°C
pH (upH) 3,0 3,2
Acidez total (mol/L) 1,4 0,725

Tabla 8 Analisis fisicoquimicos con variable de temperatura de conservacion.
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3.2.4. PCRYy electroforesis.

No fue posible la obtencidbn de muestras para secuenciacion dado que se

presentd contaminacion en los controles procesados y en los reactivos usados.

3.3.Fase 3.

A partir del andlisis de los resultados de fase 1 y fase 2, se seleccionaron y
agruparon los microorganismos con caracteristicas morfolégicas y bioquimicas
similares, identificadas como J, R-W, B-U, C, N, O y T para el montaje del cultivo
iniciador como se describid en el apartado 4.4. Se procedié a efectuar la
fermentacién, manteniendo las variables de temperatura a 30°C y concentracion
de salmuera al 1,5%. En esta ocasion se retird la cascara y se percibié una mejor

presentacion visual del producto.

Se realizaron evaluaciones diarias para los pardmetros fisicoquimicos y conteo
microbiolégico por duplicado en medio LS y MRS Unicamente a 44 horas de
fermentacién teniendo en cuenta la reduccién significativa de pH, tras lo cual se

obtuvieron los siguientes resultados:

. ) Solidos UFC/ml en
Tiempo Acidez total _
pH (upH) solubles medio:
(horas) (mol/L) .
(°Brix) LS
0 6.4 0.008 2 -
20 3.8 0.135 3 -
44 3.6 0.343 4 47 x 10 E9
92 3.6 0.398 4 -
164 3.4 0.650 3.9 -

Tabla 9 Resultado de parametros fisico-quimicos y conteo microbiol6gico
durante proceso de fermentacion, Fase3
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Relacion de pH, acidez vs tiempo.

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

pH
O r N W B U1 O N

Acidez total [H+]

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (horas)

—@—pH —@— Acidez total

Figura 11 Evaluacion del pH y la acidez total durante la fermentacion con cultivo
iniciador

En la Figura 11 se observa la relacion de tiempo transcurrido de fermentacion
frente al pH y acidez total expresando su relacién en el descenso y aumento
correspondiente.

Al igual que el descenso de pH y aumento de acidez total a tan solo 20 horas de
incubacion, se obtuvo la formacion de la capa superficial blanca en este caso un
poco mas compacta como se observa en la Figura 12 y de la cual se tomd una
porcibn de muestra, se sembrd directamente en placa y se observaron

nuevamente colonias con morfologia correspondiente a levaduras.

Figura 12 Formacién de capa blanca tras 20 horas de incubacién, Fase 3.
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A partir de las diluciones y placas sembradas para el conteo microbiologico se
realizd la caracterizacion y se analizd la proporcion de las poblaciones
microbianas. Para ello se llevo a cabo una diferenciacion de caracteristicas
macroscopicas y se determinaron los grupos microbianos (Tabla 10, Figura 13).
Cabe resaltar que estas placas fueron incubadas en cdmara de anaerobiosis
durante 48 horas, transcurrido este periodo se observd crecimiento en las
diluciones de 1075,107° y 10~7 en placas de LS donde fue posible identificar las
bacterias y determinar su concentracion. Por el contrario, las placas de MRS
expresaron un crecimiento débil para las mismas diluciones. Teniendo en cuenta
gue se puede tratar de microorganismos anaerobios facultativos y que el proceso
fermentativo es en si una competencia microbiana, se continué su incubacion en

aerobiosis durante 72 horas.

Id de UEC/mI Colonia de cultivo

.| Descripcion de colonia : . iniciador con
colonia P Medio LS por duplicado P
morfologia similar.

Color rosa con borde
claro brillante,

1 3,4x10E8 | 2,0x 10 ES8 C
convexay borde
entero.
Punteada, rosa
2 intenso brillante, plana | 4,7 x 10 E9 | 4,2 x 10 E9 B-U

y borde entero.

Circular, rosa claro y
3 borde blanco, brillante 8.0x 10 E6 | 1,0 x 10 E7 o/T
y convexay borde

entero

color blanco y leve

punto rosa central,

brillante y de borde
entero

4,0x10E6 | 6,0x 10 E6 T

Tabla 10 Caracterizacion y conteo de colonias en agar LS
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Proporcion microbiana.

Figura 13 Proporcion de las poblaciones microbianas recuperadas en agar LS
diferencial.

Transcurrido el tiempo de incubacién aerobia para el medio MRS, se observo

crecimiento de colonias con caracteristicas similares a las usadas en cultivo

iniciador:
UFC/ ml Colonia de cultivo
Id de ., . o L
: Descripcion de colonia Dilucion de iniciador con
colonia _6 o
10 morfologia similar.

Mediana circular color crema,
6 5 R-W
convexa, opaca y de borde entero.

Mediana circular color Blanco, plana,

opaca y de borde entero. 2 ©

Forma rizoide, café claro, opaca,
8 prominente, superficie rugosa y 4 J
borde rizoeide

Tabla 11 Caracterizacion de colonias en MRS, 24 horas de incubacion
anaerobia + 72 horas incubacién aerobia.

3.3.1. Analisis sensorial

Se realizo un analisis sensorial descriptivo y hedonico (subjetivo y cualitativo)
para determinar la aceptacion del producto fermentado de la fase 2, de manera
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espontanea y conservada en refrigeracion durante tres meses, y de fase 3, con

cultivo iniciador, cumpliendo siete dias de fermentacion.

Producto Fase 2.

= Observacion general del producto envasado: los sedimentos ya se
encuentran en el fondo y la salmuera no se observa turbia, dado que ha
permanecido en reposo durante 3 meses.

» Textura: visualmente, se mantienen los trozos de batata integros y al
paladar se siente turgencia

= Color: naranja intenso

= Olor: afrutado y butirico

» Sabor: los catadores percibieron notas acidas, butiricas y afrutadas.

Producto Fase 3.

* Observacién general del producto envasado: se observé una capa
superficial blanca y ligera turbidez en la salmuera.

= Textura: visualmente, los trozos se mantienen integros sin embargo al
consumo, se percibe muy suave y blanda, se deshace con facilidad en la
boca.
Se observo la textura de todos los frascos correspondientes a los
diferentes dias donde se evaluaron los parametros fisicoquimicos y
microbiolégicos encontrando que a mas tiempo de fermentacion se
intensifica la textura blanda.

= Color: naranja intenso

»= Olor: afrutado y butirico.

» Sabor: los catadores percibieron notas acidas, butiricas y afrutadas, pero
menos intensas que en la fase 2.
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4. DISCUSION.

En la actualidad, aunque se encuentran estudios de fermentacion de vegetales ,
hay pocos registros relacionados a la batata fuera de una fermentacion
alcohdlica o en obtencion de productos a base de harina. Sin embargo, con la
literatura revisados acerca de la fermentacion de batata de forma inducida que
relacionaban BAL, se pudo observar un comportamiento similar en cuanto a la
textura al generar ablandamiento con el paso de los dias de fermentacion y
afirmar que un proceso inducido acelera la fermentacion y reduce en gran

medida la microbiota contaminante (Neti, 2013).

Durante el montaje de la fermentacion se estima que:

En cuanto a la dosificacion del liquido de gobierno en este caso la salmuera, es
adecuado limitar al minimo el espacio de cabeza y asegurar que la material
vegetal quede completamente sumergida para favorecer la anaerobiosis,
impidiendo el crecimiento de microbiota interferente del ambiente o
manipulacion. Bajo esta condicién, la fermentacién comienza inmediatamente y
el producto al final del proceso no presentara crecimiento de mohos como se
genero en la fase 1, a diferencia de la fase 2, donde se reduce el espacio a mas
de la mitad del inicial logrando obtener un producto sin aparente contaminacion

ambiental.

En cuanto a las variables del proceso, como la temperatura, se observa que el
objetivo de la fermentacion enlazado al descenso de pH, se logra con mayor
velocidad cuando se incuba a 28°C frente al de 20°C, lo cual sirvié de indicativo
para para que el desarrollo de las demas fases experimentales se ejerciera bajo

una temperatura de 30°C.

A patrtir de los analisis fisicoquimicos se tiene que:

El pH tuvo un comportamiento diferente en las tres fases, en cada una se alcanzo6
un valor de 4 en diferentes tiempos: en fase 1 a 68 horas de incubacién, en fase

2, a 47 horas de incubacion y en fase 3, a las 20 horas de incubacion ya habia
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logrado un pH de 3,8. Es importante tener en cuenta que, el pH inicial no fue el
mismo entre las fases y que esté relacionado a la calidad de agua con la que se
trabajo, sin embargo fue evidente que el uso de un consorcio para la
fermentacion genera mayor velocidad en las reacciones. Esto mismo se constato
con la formacion superficial de la capa blanca de microorganismos
correspondiendo a levaduras, en la fase 3 siendo su aparicion mas rapida frente

las fases 2y 1.

Los datos de acidez total son correspondientes en tiempo a este fenomeno
presentado en relacion al pH. Se alcanza un valor alrededor de 0,4 de mol/l en
fase 1 a las 140 horas de proceso, en fase 2 a las 115 horas y en fase 3 a las 92
horas lo que relaciona una actividad microbiana con mayor velocidad en la ultima

fase experimental.

Una vez finalizados los procesos de fermentacion el pH tiende a estabilizarse,
como se pudo observar en los resultados obtenidos a partir de las muestras de
fase 2 reservadas en incubacion a 30°C y refrigeracion a 4°C durante dos meses,
donde se registran resultados con una diferencia de 0,1 unidades, lo cual se
puede atribuir a la desviacién del equipo lo que da una visién favorable como
producto estable a nivel microbioldgico. Sin embargo, la acidez total fue mayor
para la muestra que permanecioé en incubacién registrando 1,4 mol/l frente a
0,725 mol/l en refrigeracion. Doblar su valor supone una degradacion mayor del
alimento en favor de la aparicion de moléculas cortas de naturaleza acida, pero

no disociada, de ahi que no afecte al valor de pH.

En cuanto a los sélidos solubles (°Brix), con forme avanza el tiempo de
fermentacién, van aumentando, lo que quiere expresar un aumento de moléculas
de cadena corta asociadas a los carbohidratos que tiene la batata y que, gracias
a la actividad microbiana quedan en disolucion, indicando una descomposicion
de la materia, ya sea generandose azucares simples como moléculas acidas

débiles que afectan el sabor, como se ha mencionado previamente.
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Andlisis microbiol6gico:

La batata cuenta con una microbiota propia y también diversa derivada de su
proceso de cultivo, cosecha, ambiente y manipulacién. Esto se constata después
de ver los microorganismos aislados en las fases experimentales donde se
usaron batatas adquiridas en diferentes momentos y que guiados por las
caracteristicas fenotipicas, se evidencia la recuperacion de microorganismos con
similitud y otros que presentan mayor o menor crecimiento durante los tres

procesos fermentativos.

La obtencion de colonias en la superficie de un medio de cultivo a partir de la
salmuera fermentada permitié el aislamiento y seleccién de los microorganismos
propios de la batata. Tras la aplicacion de técnicas de microbiologia convencional
se logro colonias aisladas facilitando las tareas de identificacion fenotipica. Sin
embargo, un estudio mas completo puede ser el desarrollo de tipificacion de las
colonias por PCR. Las técnicas moleculares permiten identificarlas para un
posterior estudio individual a profundidad, en relacién a las caracteristicas
metabolicas y tener una elaboracién de consorcio microbiano con bases tedricas

y productos finales deseables.

El ritmo de crecimiento microbiano siempre fue mas acelerado en el medio LS
frente al MRS, teniendo en cuenta que este Ultimo es un medio para recuperaciéon

de Lactobacillus que guiados por su fundamento indica un crecimiento lento.

El proceso fermentativo y considerando los resultados obtenidos a lo largo del
desarrollo experimental se da con mayor facilidad con el uso de un consorcio y
tiene lugar a las 48 horas, momento en el cual el producto estaba siendo
transformado, la microbiota interferente disminuyo, las BAL proliferaron y se

registré una caida significativa de pH.

El desarrollo de cultivos iniciadores requiere microorganismos propios de la
matriz alimentaria para evitar el cambio estructural radical de la misma. En este
estudio experimental se realizd, siguiendo esta base tedrica, un cultivo iniciador
equiproporcional en lo relativo a las distintas bacterias usadas. Sin embargo,
también se requiere tener cifras de la proporcion microbiana dado que, al hacer
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el montaje con un estimado igualitario en densidad Optica no se obtienen los
mismos resultados en cuanto a textura del alimento obtenido en el proceso
fermentativo espontaneo frente al inducido. Tener definida esta proporcion
puede evitar, por ejemplo, el ablandamiento por enzimas pectinoliticas
microbianas propias de algun microorganismo presente en el consorcio, como

ocurrié en la fase 3.

En cuanto a la actividad de los péptidos antimicrobianos se observo que este
proceso fermentativo, partiendo de la ecologia microbiana natural global del
tubérculo genera inhibiciébn a microorganismos como E. fecalis, E. cloacae, S

tiphymurium, P. aeruginosa y E. coli.

Los montajes con E. coli, reportaron mayor actividad antimicrobiana. Por el
contrario, para los montajes con B. cereus y K. pneumoniae no se observo

ningun tipo de reaccion antimicrobiana.

Aunque, del grupo de bacterias estudiado se conocen como principales
patégenos alimentarios a Salmonella y E. coli, las demas cepas que mostraron
inhibicién por colonias aisladas en el proceso (J, N, Ry W), podrian ser base de

estudio para otras utilidades diferentes a seguridad alimentaria.

Evaluacion del producto final:

e Esimportante cuidar de todas las caracteristicas del producto, lo que pone
en evidencia la necesidad de elaborar cultivos iniciadores, relacionando
también la distribucion microbioldgica natural a nivel cuantitativo.

e A pesar de que, evaluar sus caracteristicas organolépticas a nivel de olor
y sabor no representd una tarea facil de describir en términos técnicos
para los catadores, se manifestd una aceptabilidad del producto dejando

en evidencia la similitud tanto en la fase 2 como la fase 3.
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5. CONCLUSIONES.

e A partir de la fermentacion espontanea se obtuvieron 17 colonias iniciales
diferentes, que tras técnicas microbiolégicas para identificacion fenotipica y
los resultados de una segunda fermentacion espontanea se reunieron en 12

colonias.

e Las condiciones mas favorables para la fermentacion fueron a una
temperatura de 30°C, en una solucién de salmuera de 1,5% y un con un
espacio de cabeza menor a 1 cm. La duracion para el proceso espontaneo
estaria adecuado hasta 7 dias. Estos pardmetros garantizaron el proceso y
evitaron un acentuado sabor salado y ablandamiento indeseado en el

producto final.

e La fermentacion desarrollada con el consorcio, afectod las caracteristicas
organolépticas al estar constituido por las diferentes colonias
igualitariamente en términos de densidad Optica, a diferencia de una
distribucion espontanea y natural donde una poblacion microbiana puede
tener mayor presencia que otra, con un estilo de vida y adaptacién variable.
Por lo anterior, es necesario tener un descriptivo cuantitativo de la microbiota
propia de la matriz para poder evitar resultados indeseables como por

ejemplo el deterioro de textura obtenido en la fase 3.

e Lafermentacion con cultivo iniciador alcanzé un descenso de pH con mayor
velocidad generando la seleccién de microorganismos y generacion de
metabolitos en menor tiempo, en comparacion con la fermentacion
espontanea. Esto podria traducirse a una mayor productividad en términos

de escalamiento piloto- industrial.

= Se observo que la microbiota propia de la batata tiene capacidad bactericida.

La identificacion molecular, es necesaria para aterrizar y continuar con el
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estudio de péptidos antimicrobianos en el campo de la industria alimentaria

dado los resultados de los montajes con los microorganismos evaluados.

Dejando de un lado la evaluacion de textura, la expresion de sabor y olor
tanto en la fermentacion espontanea como por cultivo iniciador fue el mismo
lo que da una posibilidad de estandarizacion de producto con facilidad. En
términos generales es un producto atractivo a nivel organoléptico con

potencial salida en el mercado.

La estructura de la investigacion y los resultados obtenidos sirven de guia
para proximos desarrollos del proceso fermentativo no solo de la batata, si no

en general, para vegetales que no han sido estudiados.

La fermentacién de la batata se puede considerar como un proceso rentable
evaluando sus caracteristicas nutricionales como tubérculo frente al tiempo e

insumos que requirié el montaje experimental.
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