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RESUMEN

El hidrolizado de la harina de granos germinado de Amaranthus caudatus
(KIWICHA) se caracteriza por su riqueza de nutrientes apropiados para
realizar procesos de fermentacion como una forma de conservar e
incrementar sus propiedades nutricionales asociados a micoorganismos
fermentadores como las bacterias acido lacticas. El crecimiento de bacterias
acido lacticas esta influenciado por la temperatura, la cual es variable cuando
se intenta realizar fermentaciones en condiciones ambientales en lugares con
climas de frio o calido en donde preocupa el consumo de bebidas fermentadas
con contenido de toxinas y agentes patdgenos que afectan la salud del
consumidor y pérdida de la vida util del producto. El objetivo del presente
estudio fue determinar los parametros cinéticos del crecimiento de las
bacterias iniciadoras lacticas Lactobacilus delbrueckii ssp bulgaricus y
Streptococcus thermophilus en el hidrolizado de Amaranthus caudatus
(kiwicha) a las temperaturas de 15, 25 y 35 °C, El método utilizado fue la
numeracion de Bacterias iniciadoras lacticas a través de un peiodod de 24
horas obteniendo las curvas de crecimiento experimentales y su
modelamiento con la ecuacién de Baranyi y Roberts consiguiendo los
parametros cinéticos del crecimiento bacteriano: las fases de adaptacion,
exponencial y la variacion poblacional en funcién del tiempo y temperaturas.
Las Velocidaes del crecimiento fueron tratados con el modelo de Arrhenius
para obtener la vida util del producto fermentado. Los resultados indican que
la temperatura de 35 °C favorece el incremento de la velocidad de crecimiento
para ambas cepas y que el tiempo de vida util del producto es mayor para
Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus que Streptococcus thermophilus. . .
Se concluye que la harina de grano germinado de Kiwicha es un sustrato
nutricional para cultivar microorganismos industrializados o cultivos vivos para
producir bebidas fermentadas con potencial nutritivo de manera controlada
utilizando los parametros cinéticos de crecimiento, lo que permite obtener
alimentos en condiciones de inocuidad protegiendo la salud de los
consumidores

Palabras Claves: Microbiologia predictiva, fermentacién hidrolizados,
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SUMMARY

The hydrolyzate of the germinated grain flour of Amaranthus caudatus
(KIWICHA) is characterized by its richness of nutrients appropriate for carrying
out fermentation processes as a way of preserving and increasing its nutritional
properties associated with fermenting microorganisms such as lactic acid
bacteria. The growth of lactic acid bacteria is influenced by temperature, which
is variable when trying to carry out fermentations under ambient conditions in
places with cold or warm climates where there is concern about the
consumption of fermented beverages containing toxins and pathogens that
affect the consumer health and loss of product shelf life. The objective of the
present study was to determine the kinetic parameters of the growth of the
lactic acid starter bacteria Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus and
Streptococcus thermophilus in the hydrolyzate of Amaranthus caudatus
(kiwicha) at temperatures of 15, 25 and 35 °C. The method used was
numbering of lactic starter bacteria over a period of 24 hours, obtaining the
experimental growth curves and their modeling with the Baranyi and Roberts
equation, obtaining the kinetic parameters of bacterial growth: the adaptation
and exponential phases and the population variation as a function of the time
and temperatures. The growth velocities were treated with the Arrhenius model
to obtain the shelf life of the fermented product. The results indicate that the
temperature of 35 °C favors an increase in the growth rate for both strains and
that the shelf life of the product is longer for Lactobacillus delbrueckii ssp
bulgaricus than for Streptococcus thermophilus. . . It is concluded that Kiwicha
sprouted grain flour is a nutritional substrate to cultivate industrialized
microorganisms or live cultures to produce fermented beverages with
nutritional potential in a controlled manner using kinetic growth parameters,
which allows obtaining food in safe conditions while protecting health. of
consumers

Keywords: Predictive microbiology, hydrolyzed fermentation,
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INTRODUCCION

El Per( a través desde hace siglos ha tenido como base alimentaria a los
granos andinos y entre ellos a los pseudocereal como la kiwicha a cual se
caracteriza por su alto contenido de proteinas con una calidad y cantidad de
aminoacidos superior a la del trigo; es considerada como umna buena fuente
de energia y micronutrientes como el calcio (kiwicha) y algunas vitaminas,
ademas de aportar fibra dietética de buena digestibilidad. Desde un punto de
vista econémico es muy importante como materia prima para la exportacion y
ademas se deben considerar los productos novedosos que de ella se
obtienen. Actualmente se estan elaborando productos nuevos, muy atractivos
para los consumidores tanto rurales y urbanos los cuales fomentan su
consumo, con ello se logra intensificar su cultivo y conservar la biodiversidad
andina. Este pseudocereal tiene importancia cultural para sus consumidores
que lo fermentan para aprovechar sus principios nutricionales utilizando
tecnologia de fermentacién artesanal, sin parametros para el control
metabodlico del uso del sustrato amilaceo del grano y sin garantias de
inocuidad y tiempo de vida util. Ante esta situacion, el estudio considera que
si se cuenta con una tecnologia de fermentacion con pardmetros que permitan
su control en funcion de tiempo y temperatura el producto fermentado
presentara condiciones de inocuidad y vida util que garanticen la aptitud para

los consumidores.

La propuesta del presente estudio es utilizar la fermentacién del hidrolizado
de la harina germinada el cual ofrece sustratos amilaceos que le confiere
atributos sensoriales Unicos, asi como mejorar su valor nutritivo y su
digestibilidad de diversas formas, por otro lado, durante el proceso
fermentativo los microorganismos fermentadores pueden producir vitaminas,
antioxidantes y moléculas con propiedades funcionales en diversos sistemas

de los consumidores.

En los dltimos afios se ha incrementado el uso de harinas de cereales
germinados que se utilizan para la elaboracién de productos como panes,

galletas u otros. En general esta preferencia de estas harinas esta basada en



las ventajas nutricionales de los germinados, pero se requiere tener en cuanta
algunos aspectos para abordar el uso de harinas germinadas con garantias

de éxito.

Se utilizaron hidrolizados de harina germinada de Kiwicha como sustrato
fermentable, considerando la importancia que tiene la germinacion del grano
y que durante su proceso se sintetizan enzimas amilasicas como la a-amilasas y
amiloglucoxidasa que tienen accion directa en el desdoblamiento de la
amilosa y amilopectina y por otro lado existen enzimas presintetizadas y
requieren de su activacion como las B-amilasas que en conjunto facilitan la
hidrélisis de sus carbohidratos y aumenta el contenido en azlcares, como
glucosa y maltosa, y dextrinas y en consecuencia se reduce el contenido de
almidon. En el avance de la germinacion se presenta la hidrolisis proteica por
accion de proteasas que generan polipéptidos y aminoacidos libres,
incrementando el contenido en aminoacidos esenciales, los cuales se hacen
mas solubles haciéndose mas biodisponible; asi como también se produce la
lipdlisis por accién de las lipasas y libracion de acido grasos libre. Estos
acontecimientos predisponen un escenario proclive para cubrir los
requerimientos nutricionales de las bacterias lacticas iniciadoras las cuales se
veran favorecidas en su crecimiento y de esta forma se generan productos
con mucho mayor valor nutritivo y aumentan las posibilidades de incorporar
bacterias lacticas probidticas, permitiendo a estos granos ser Utiles para la

elaboracion de alimentos infantiles y geriatricos.

El objetivo del presente estudio fue establecer los parametros del crecimiento
cinético de las bacterias iniciadoras lacticas Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus y Streptococcus thermophilus a temperaturas de fermentacién en
ambientes de 15, 25 y 35 °C para obtener los parametros cinéticos del
crecimiento: Poblacion inicial (NO), Poblacion final (Nf), Tiempo de la fase Lag
(M), Velocidad maxima de crecimiento (umax) utilizando el modelo de Baranyi y
Robert el cual se encuentra instalado en el Programa Demofit del Combase;
asi mismo, se determing la energia de activacion (Ea) y el valor de la relacion

Vmax y Temperatura experimental utilizando em modelo de Arrhenius para



obtener el tiempo de vida util del producto fermentado.

Los resultados evidencian que cuando se utilizan temperaturas ambientales
Optimas para el crecimiento de las bacterias Ilacticas iniciadoras
(Streptococcus salivarius subsp thermophilus y Lactobacillus delbrueckii
subsp bulgaricus) se incrementa la velocidad méaxima del crecimiento (umax),
se reduce el tiempo de adaptacién (A) y la energia de activacion (Ea),
condiciones que favorece el incremento del tiempo de vida til en condiciones

de inocuidad.

I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los cereales son considerados como el fruto de espigas de las gramineas. Su
aspecto, uso culinario (como harina o grano) y propiedades nutricionales son
similares a los de los pseudocereales andinos, quienes poseen un valor
nutricional mayor que los tipicos cereales, que los convierte en grandes
complementos de las dietas bajas en proteina animal. Por otro lado, se trata
de alimentos mas féciles de digerir, por lo que se hace necesario revalorarlos
y darle alternativas de transformacion para un mejor aprovechamiento de sus

nutrientes.

Es muy importante conocer que los pseudocereales no contienen gluten
(gliadina y glutenina), pues estas proteinas no tienen ningun interés en la
dieta, para nadie, puesto que dafia e inflama las paredes intestinales, con
todas las consecuencias para la salud en personas sensibles y alérgicas a
estos compuestos. Sin embargo, el contenido proteico restante es hidrolizado
liberando grandes cantidades de aminoacidos biodisponibles tanto para los
humanos como para las Bacterias acido lacticas (BAL) los cuales los requieren

para su crecimiento y fomento de sus actividades enzimaticas.

“existe una variedad de porcentajes en la digestién de los almidones de los
pseudocereales teniendo asi almidones de rapida, lenta digestién y almidon
resistente; dicha clasificacion esta en funcién al tiempo de liberacion de la

glucosa y su absorcion en el tracto gastrointestinal” (Chung et al., 2009). Sin



embargo, “el almidon resistente a la digestion es un prebidtico, alto en
contenido de amilosa que no puede ser digerido y absorbido por las enzimas
amiloliticas en el intestino delgado; pero si puede ser fermentado lentamente
por los microorganismos del intestino grueso produciendo acidos grasos de
cadena corta” (Jyothsna & Hymavathi, 2017; Topping et al., 2003).

Los pseudocereales denotan una riqueza de nutrientes y es consumidaporque
existe el criterio nutritivo; sin embargo, existe una limitacion en su demanda
por la presencia cotidiana de productos derivados del trigo o maiz, en
consecuencia, su valoracion es menor comparada con los granos de los
cereales. Estas razones propiciaron utilizar sus propiedades, proteicas y
amilaceas, en procesos de fermentacion artesanal en comunidades nativas,
con poco éxito debido especialmente a una ausencia del control sobre la

fisiologia microbiana que se utiliza para lograr la fermentacion de los sustratos.

Otro aspecto que no esta considerando la fermentacion artesanal es la no
consideracion de la existencia de numerosas cepas con capacidad para
utilizar nutrientes valiosos y elaborar productos indeseables alterando el
producto que se manifiestan como la produccion de dioxido de carbono, un
exceso de acidificacion debido a la produccién de acido lactico, sintesis de
exopolisacéridos originando mucosidad, viscosidad, filamentos o la sintesis de

sustancias indeseables, como las aminas bidgenas.

La tecnologia de fermentacion artesanal actual no se conduce utilizando
parametros fisioldgicos de los microorganismos desconociéndose los tiempos
que requieren para adaptarse al sustrato fermentable, asi como la velocidad
del crecimiento y el tiempo del término de esa etapa; y de esta forma, evitar el
metabolismo secundario por el cual se altera las caracteristicas sensoriales y

microbiologicas del producto.

Para la obtencién de los parametros cinéticos del crecimiento se puede utilizar

herramientas multimedia de la microbiologia predictiva, sin embargo, los



modelos matematicos no todos son operativos para ajustar las curvas de
crecimiento y obtener los parametros cinéticos del crecimiento y por lo tanto
se debe utilizar un modelo matematico que otorgue alta confiabilidad para la
expresion matematica del crecimiento utilizando sustratos fermentables

hidrolizados de pseudocereales andinos.

Los granos de pseudocereales andinos son factibles de sufrir transformacion
por mecanismo de fermentacibn controlada para lograr una mayor
disponibilidad de nutrientes y obtener producto amilaceo en forma de harinas
gue pueden ser hidrolizadas y someterlas a un proceso fermentativo utilizando
bacterias acido lacticas probioticas y de esta forma incrementar la valorizacion

de los productos alimenticios tradicionales.

Muchos estudios reconocen que se deben mejorar los procedimientos
tradicionales de transformacién agroalimentaria y la calidad de los productos
indigenas, en relacion estrecha con los criterios de distribucion vy
comercializacion en los mercados locales, asi como con los gustos vy
costumbres alimentarias de las poblaciones concernientes. ElI impacto
esperado se plasmara sobre la mejora de las condiciones de vida de las
poblaciones indigenas sera de doble efecto: en primer lugar, se mejorara la
calidad higiénica y el valor nutritivo de los productos alimenticios tradicionales
destinados al autoconsumo de la poblacion nativa y, en segundo lugar,
aumentara la duracion y la conservacion de estos productos que asegurara su
disponibilidad a lo largo de todo el afio. Las poblaciones nativas podran asi
planificar y manejar mejor la comercializacibn de sus productos,

incrementando sus beneficios monetarios.
11 Descripcion de la Realidad Problematica
El alimento artesanal no es considerado como alternativa de desarrollo

sostenible y como una oportunidad para regresar a una forma de consumo y

de vida, percibida como mejor; asi mismo, no destacan su utilidad en la



alimentacion por las consecuencias previsibles que nos pueden dar para
proteger los recursos naturales y la salud humana. La produccion agricola
artesanal tiene una fuerza productiva que traspasa los principios de seguridad
alimentaria y de inocuidad, “pudiendo convertirse en una estrategia para la
generacion de un desarrollo real centrado en la calidad de vida de los
habitantes de las comunidades que se ubican en los territorios que sustentan

ese tipo de sistemas productivos” Camacho y col. (2019).

Si se considera que los sistemas alimentarios artesanales tienen como eje
fundamental el sustento de la vida (econémica, social y cultural), entendemos
que pueden formar parte importante de la construccion, reconstruccion y
defensa de los territorios. Al igual que la agricultura campesina, con la que a
veces se fusiona en términos de unidades familiares, la produccion artesanal
de alimentos tiene la capacidad de reafirmar la identidad cultural y de ser la
semilla de la accion colectiva. En ese sentido, este tipo de alimentos tienen
una amplia relacion con la nocién de soberania alimentaria dado que no sélo
contemplan los elementos de la seguridad alimentaria en cuanto a su calidad
nutricional y cantidad sino a la aceptacién social de la forma de produccién y
adquisicion.

El uso de los pseudocereales andinos en la alimentacion es limitado en la
industria de la panificacion por la ausencia de gluten en la dieta occidental;
por otro lado, el tratamiento para los pacientes con la enfermedad celiaca
puede ser beneficioso, pero es poco fomentado para ese fin.

Dentro de su composicion quimica los pseudocereales andinos contienen
carbohidratos que su uso es limitado para la industria y para el consumo
directo porque sus almidones son considerados como resistentes a su
digestion por lo cual es una oportunidad de aplicar tratamientos
complementarios como su germinacion, hidrolisis y fermentacion bacteriana
para transformarlo en un alimento probidtico, rico en monomeros de amilosa,

el cual brinda muchos beneficios para la salud y que puede ser digerido y



absorbido por las enzimas amiloliticas en el intestino delgado; y del mismo
modo puede ser fermentado lentamente por los microorganismos del intestino
grueso produciendo acidos grasos de cadena corta (Jyothsna & Hymavathi,
2017; Topping et al., 2003).

Los productos alimenticios tradicionales provenientes de los pseudocereales
nativos andinos obtenidos por procesos tecnoldgicos antiguas deben ser
valorados cuando son mejorados por los procedimientos tradicionales de
transformacion agroalimentaria y la calidad de los productos indigenas, en
relacion estrecha con los criterios de distribucién y comercializacién en los
mercados locales, asi como con los gustos y costumbres alimentarias de las

poblaciones concernientes.

El impacto esperado esta dirigido a las comunidades andinas quienes deben
obtener mejoria de las condiciones de vida , quienes podran elaborar un
producto artesanal con tecnologia simple y accesible con doble efecto: por
una parte, mejorar la calidad higiénica y el valor nutritivo de los productos
alimenticios tradicionales destinados al autoconsumo de los indigenas vy, por
otra parte, aumentar la duracion y la conservacién de estos productos para
asegurar su disponibilidad a lo largo de todo el afio. Las poblaciones indigenas
podran asi planificar y manejar mejor la comercializacién de sus productos,

incrementando sus beneficios monetarios.

1.2 Formulacion del problema
1.2.1. Problema General
¢De qué forma la presentacién del grano de Kiwicha puede ser util como

sustrato fermentable por bacterias acido lacticas?

1.2.2. Problemas Especificos
o ¢.,Cudles son las condiciones basicas extrinsecas del
pseudocereal Kiwicha para el crecimiento de las Bacterias iniciadoras

lacticas?



o ¢, Como influye la temperatura mesofilica sobre el crecimiento de
un cultivo iniciador lactico para obtener un producto a base de un hidrolizado
del pseudocereales Kiwicha?

o ¢ De qué forma el modelamiento matematico puede establecer los
parametros cinéticos predictivos de un cultivo iniciador lactico en un

hidrolizado de pseudocereal para determinar su condicién de inocuidada través

del tiempo?
1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General

- Determinar los parametros del crecimiento cinético de iniciadores lacticos
compuesto por Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y Streptococcus
thermophilus utilizando el hidrolizado de kiwicha como sustrato (util
fermentable.

1.3.2. Objetivo Especifico

o Determinar los valores de pH, solidos totales y acido lactico
generadospor el crecimiento de iniciadores lacticos en el hidrolizado de
kiwicha.

o Valorar los parametros cinéticos del crecimiento de las bacterias
iniciadoras lactico en el hidrolizado de kiwicha a temperaturas de 15°C, 25°C
y 35°C segun el modelo primario de Baranyi - Roberts

. Determinar la vida atil del hidrolizado fermentado de kiwicha por

bacterias iniciadoras lacticas mediante el modelo secundario de Arrhenius.

1.4. Justificacion

El presente estudio permitira mejorar los procedimientos tradicionales de
transformacion agroalimentaria y la calidad de los productos indigenas, en
relacion estrecha con los criterios de distribucion y comercializacion en los
mercados locales, asi como con los gustos y costumbres alimentarias delas
poblaciones concernientes. El impacto esperado sobre la mejora de las
condiciones de vida de las poblaciones indigenas es de doble efecto: por una

parte, mejorar la calidad higiénica y el valor nutritivo de los productos



alimenticios tradicionales destinados al autoconsumo de la poblacion
indigenas y, por otra parte, aumentar la duracion y la conservacion de estos
productos para asegurar su disponibilidad por periodos largos y de esta forma
las poblaciones indigenas podran planificar y mejorar el manejo de la

comercializacién de sus productos, incrementando sus beneficios monetarios.

Técnicamente los pseudocereales andinos son factibles de sufrir
transformacion por mecanismo de fermentacion para lograr un producto, en
muchos casos de tipo probidtico y de esta forma incrementar la valorizacion
de los productos alimenticios tradicionales. Actualmente existe un mayor
interés de los consumidores hacia alimentos funcionalescon bacterias acido

lacticas y probidticas o la mezcla de ambas.

1.5 Delimitantes de investigacionTeorica

La presente investigacion se basara en alcances tedricos existentes sobre el
proceso de fermentacion, en principio los iniciadores lacticos son un grupo
filogenéticamente diversos de microorganismos Gram (+) de caracter GRAS;
por lo tanto, es escaza y muy variada, se desconoce las caracteristicas de su
crecimiento en matrices de hidrolizados de granos de pseudocereales. Del
mismo modo, la fermentacidn por iniciadores lacticos modificara la
composicion fisicoquimica y funcional de sustratos vegetales modificando la
relacion de componentes antinutritivos/nutritivos, lo que modificara la calidad
del producto, pero el desconocimiento del tiempo de dichas modificaciones

limitard su optima fermentacion y exigira experimentaciones adicionales.

Tedricamente las bacterias acido lacticas sintetizan metabolitos formados
durante la fermentacion que mantienen los procesos de catabolismo y
anabolismo algunos de estos compuestos limitaran el maximo
aprovechamiento del sustrato fermentable y se pueden que controlar
utilizando mecanismos fisico quimicos.

Las limitaciones intrinsecas pueden ser minimizadas seleccionando la

Bacteria acida lactica adecuada y de esta forma mejorar las propiedades



sensoriales, nutricionales y funcionales del producto fermentado.

Temporal

El tiempo del estudio serd comprendido en el periodo del afio 2023 - 2024 con
ensayos repetitivos para etapas de adecuacion de métodos y ensayos
experimentales para obtener resultados de supervivencia bacteriana. El tipo
de pseudocereal que se estudiard a través de la harina hidrolizada es la
kiwicha lo seréa adquirido de una empresa nacional donde sus productos que

expenden tengan registro sanitario por la autoridad pertinente.

Espacial

Espacialmente el estudio utilizara la infraestructura del laboratorio de ciencias
naturales equipado para realizar pruebas de microbiologia y de equipos de
computaciéon para desarrollar simultaneamente el registro de la actividad de
crecimiento de las bacterias presentes en la harina hidrolizada de
pseudocereal kiwicha y el desarrollo del modelamiento matemaético respectivo

que sera monitoreado por una computadora.

Il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes Internacionales

Los procesos fermentativos utilizando granos de cereales andinos germinados
fueron estudiados para conocer sus propiedades fisicoquimicas que puedan
servir para el desarrollo de bacterias acido lacticos (BAL) Cafon (2022)
evaluaron “las propiedades fisicoquimicas de una bebida fermentada
utilizando harina de cereal nativo como la quinua donde alcanzo un rango
promedio de pH entre 3.5 y 5 al final de la fermentacion, este valor esta dado
en funcién de las cepas de BAL empleadas en la fermentacion de los
tratamientos en las condiciones propias del proceso, como tiempo y
temperatura de incubacion. El pH méas bajo analizado (3.56) se obtuvo en la
formulacibn de una bebida a base de extracto de quinua germinada
fermentada con las cepas Streptococcus thermophilus, Lactobacillus

bulgaricus, Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium fermentada durante 16
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horas a 36°C”. Huapaya y col. (2023). “realizaron fermentaciones en 3
concentraciones diferentes de cultivos probiéticos (indculo): 10%, 5%, 1%, y
tres distintos tiempos de fermentacion: 8, 10y 12 horas, con miel, algarrobina,
conservantes y saborizante de mango. se lograron condiciones 6ptimas con
10% de -cultivos probidticos y 10 horas de fermentacion. El andlisis

microbiolégico confirmé la presencia de microorganismos probidticos a una

concentracién de 108 UFC/mL. El analisis proximal indico que la composicion
contenia 84,6 Kcal, 19,3 g de carbohidratos y 1,4 g de proteina por 100 g de
bebida”.

Calla (2017) prepar6 “un hidrolizado acido de harina de quinua que permitio
mayor liberacién de glucosa (69.4 g/L) y proteinas (23,9g/L) que se usé como

medio de cultivo el cual fue evaluado mediante la determinacion de la
viabilidad de L. casei rhamnosus obteniendo 1.6x1010 UFC/mL respecto al

medio control MRS (8.8x109 UFC/mL), durante 24 horas de incubacién. Las
condiciones oOptimas de crecimiento fueron de 37°C, 80rpm, ambiente
anaerobio a pH no controlado (pH inicial 7.0+£0.1). Los resultados obtenidos

indican que es posible emplear g-levl como medio de cultivo para obtener una

dosis probidtica de 1.6x1010UFC/mL de L. casei rhamnosus.

Teran (2017) determindé “el efecto de la utilizacion de diferentes
concentraciones de amaranto 30, 40 y 50 % de amaranto sin maltear,
amaranto malteado y amaranto malteado tostado, las mismas que fueron
sometidas a dos tipos de fermentacion (ALE y LAGER). Las muestras que
mejores valores fisico-quimicos presentaron (grado alcoholico, pH y acidez
total) fueron aquellas que contenian amaranto malteado y amaranto malteado
tostado en concentraciones de 30%, indistintamente de la levadura utilizada
para su fermentacion, obtuvieron valores de grado alcohdlico superiores a 3
%vl/v, pH dentro del rango ideal de 4,2 a 4,5 y acidez total menor a 0,3 %m/m,
requisitos establecidos por la norma INEN NTE2262:2013”

Aguilar (2018) evalud “el uso de la porcién liquida de la kiwicha hidrolizada

sobre las caracteristicas fisico quimicas y la viabilidad de lactobacillus
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paracasei BGP1(L), Bifido bacteria longum SP54 (B) y la mezcla de ambas
(LB) durante el proceso de fermentacidén con concentraciones de hidrolizados
de Kiwicha 12.5% y 25%, en las bebidas probioticas de jugo de tarwi. Las
formulaciones que contienen jugo de Kiwicha (no contienen extracto
hidrolizado de kiwicha EHK) alcanzaron la velocidad de p(1/h): 0.1968 (1L),
0.589(2L), 0.8294 (3L), para 12.5% HEK: 0.1102 (1B), 0.3333 (2B), 0.5014
(3B) y para 25% EHK: 0.1262 (1LB), 0.5871(2LB) 0.7206 (3LB). Este mejor
comportamiento cinético se aprecia cuando el valor del contenido de HLK es

mayor. El crecimiento de microorganismos probiéticos alcanz6 valores

superiores a 108 UFC/m al final de la fermentacion, lo gue aseguro6 el minimo

requerido al momento del consumo”

Leroy y Vuyst, (2004) indican que “los cultivos iniciadores son un conjunto de
de células de al menos un microorganismo en especifico que es agregada a
una materia prima con el objetivo de elaborar un producto fermentado a través
de una fermentacion acelerada y dirigida”. Caplice y Fitzgerald, (1999) indican
que “Las bacterias &cido-lacticas ocupan un papel importante en la realizacion
de los proceso fermentativos y en su aplicacion para la produccion de diversos

alimentos y bebidas fermentadas”

Carr et al., (2017) mencionan “que las bacterias acido lacticas (BAL) son
organismos Gram positivos, cocos 0 bacilos, aerobios facultativos o
anaerobios, catalasa negativos, no esporulados y con alta tolerancia a pH
bajos y se caracterizan por la produccién de acido lactico como principal
producto final del metabolismo catabdlico de la glucosa. Ademés, estas
bacterias producen sustancias inhibidoras del crecimiento, como las
bacteriocinas, peréxido de hidrogeno o diacetilos, que evitan la proliferacion

de bacterias patdgena en los alimentos”.
Paredes y Areche (2021), “obtuvieron una bebida funcional a base de malta

de Amaranthus caudatus L. (kiwicha) y pulpa de Hylocereus triangularis

(pitahaya), para su formulacién se utilizé (agua 3 L, pulpa de pitahaya 1 L,
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harina de kiwicha malteada 100 g, azucar blanca 220 g, acido citrico 3,70 gy
CMC 4,5 g, pH 3,7 y 11,50 °Brix, los mismos que estan dentro de los limites
de la NTP 203.110. 2009. En los resultados microbiologicos hubo ausencia de
Aerobios mesdfilos, mohos, levadoras y Coliformes. Con los resultados
obtenidos se demostraro que es una bebida altamente nutritiva y se encuentra

apto para su consumo”.

Imbacuan (2023), “Utilizd el extracto de amaranto (Amaranthus) y quinua
(Chenopodium) para evaluar sus fermentaciones con cultivos lacticos S.
thermophilus, L. delbrueckii ssp. bulgaricus y L. casei saborizado con
chilguacan. Utilizando los parametros de fermentacion, observaron que las
bacterias acido lacticas L, casei, L. bulgaricus y S. thermophilus se adaptaron
en la bebida produciendo &cidos organicos que disminuyen el pH y aumentan

el porcentaje de acido lactico”.

Carr et al., (2017) mencionan que “las vias por las que se metabolizan las
hexosas dividen a las bacterias 4&cido-lacticas en dos grupos:

homofermentativas y heterofermentativas, en funcion del producto final de la

Khalid (2011), informa que “existe una diversidad de Bacterias acido lacticas
presentes en los productos lacteos fermentados de Namibia no estudiados e
informa sobre una produccion potencial de compuestos antimicrobianos que
es importante en la estandarizacion de cultivos iniciadores protectores que
pueden usarse para controlar el proceso de fermentacion y la extension de la
vida util de los productos lacteos. Son microorganismos cuyo crecimiento
optimo es a un pH aproximado de 5,5 a 5,8 y presenta requerimientos
nutricionales complejos de carbohidratos, acidos grasos, aminoacidos,

péptidos, bases nucleotidicas, vitaminas y minerales”.
‘En la industria alimentaria, determinadas Bacterias acido lacticas

heterofermentativas son mas importantes que las homofermentativas; por la

produccién de compuestos aromaticos, como el diacetilo o el acetaldehido”
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(Leroy & Vuyst, 2004). Asi mismo, “a este grupo bacteriano pertenece la
mayoria de los microorganismos probioticos que son utilizados por la industria
alimentaria para la elaboracion de productos fermentados, predominando los

géneros de Bifidobacterias y de Lactobacillus” (Chavan et al., 2018).

2.2 Antecedentes Nacionales

Uno de los alimentos que destacan en el grupo de pseudocereales es el
Amaranto, cuyo género se denomina Amaranthus, siendo una especie mas
diversas comestibles y malezas que crecen en climas tropicales. Los
amarantos son una de las primeras plantas de cultivo consideradas como un

superalimento.

La kiwicha contiene abundancia de polisacaridos, es utilizada como un recurso
de carbono y energia para los microorganismos presentes de forma natural o
afadidos en forma intencional, quienes realizan un proceso de fermentacion,

en el cual los nutrientes se transforman y cambian sus propiedades.

Estudios realizados en el campo alimentario nos muestran el valor nutricional
y los beneficios para salud de la kiwicha, reconociendo su rigueza de
proteinas, aminoacidos esenciales (lisina, metionina y treonina), fuentes de
vitaminas A, B2 y E, minerales (zinc, calcio, cobre, hierro) y fibra dietética,
cualidades para ser considerada como cultivo importante para la alimentacion,
(Collazos 1993; Repo-Carrasco et al. (2001)

Con respecto a la fermentacion de pseudocereales nativos tenemos el estudio
de Huapaya (2014), quien “elaboré una bebida probidtica a partir del proceso
de fermentacién lactica del almidén hidrolizado de harina de quinua a
temperaturas de 42.5°C = 2°C durante tres diferentes tiempos: 8, 10 y 12
horas. Donde realizé el proceso de hidrolisis del almidon contenido en la
harina de quinua utilizando una concentracion del 70% de almidén. Realizo 2
procesos a temperaturas de 100°C y 90°C durante 40 min y 60 min

respectivamente. Luego agrego la bacteria probiodtica a concentraciones de
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10%, 5%, 1%. Los resultados determinaron que el mejor tratamiento es el de

10% de bacterias probiética y 10 h de fermentacion con una presencia de

bacterias probioticas de 108 ufc/ml”.

2.3 Bases teoricas

Rollan (2020) manifiesta que “los numeiosos efectos beneficiosos de la
feimentacién lactica de los ceieales y pseudoceieales pueden explotaise paia
disefiai alimentos o ingiedientes de gianos novedosos y mas saludables. El
suministio de nuevos pioductos bio-eniiquecidos obtenidos poi feimentacion
de estos cultivos iepiesentaiia un avance significativo paia aseguiai una
adecuada nutiicion a la poblacion en geneial y especialmente a una fianja

impoitante de individuos con necesidades difeientes”.

Baiiil y col. (2020) sefiala que “los alimentos incoiiectamente feimentados no
estan exentos de iiesgos y pueden sei vehiculos de miciooiganismos
patégenos y/o de deteiioio. En este sentido, si bien piepaiai alimentos
feimentados tanto a nivel industiial como en pequefia escala (hogai)
piesenta giandes beneficios, es iecomendable contai tanto con el
conocimiento como con la infiaestiuctuia adecuada paia iealizailo de

maneia seguia”.

Caiiizo y col, (2018) iepoitan que “la miciobiota lactica evaluada en gianos y
masas acidas de quinoa y amaianto peimitio identificai 73 cepas
peitenecientes a difeientes géneios y especies: Lactobacillus (L.) plantaium,
L. ihamnosus, L. sakei, Pediococcus (P.) pentosaceus, Enteiococcus (E.)
casseliflavus, E. mundti, E. heimaniensis, E. hiiae, E. gallinaium,
Enteiococcus sp., Leuconostoc (Lc.) mesenteioides, E. duians.

El uso de la porcion liquida de hidrolizado de kiwicha en la elaboracion de
bebidas probidticas con jugo de tarwi mejord la viabilidad de las bacterias
lacticas evaluadas, especialmente cuando aumenté la cantidad de hidrolizado.
Las formulaciones que contenian jugo de tarwi y sacarosa no fueron

favorables en el crecimiento de microorganismos, disminucion del pH y
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aumento de la acidez. El crecimiento de microorganismos probioticos alcanzo6
valores superiores a 10 8 UFC/ml al final de la fermentacion, lo que aseguro el
minimo requerido al momento del consumo. La viabilidad de los
microorganismos evaluados aumenta durante la postfermentacion incluso con
pH bajo; el monocultivo de Lactobacillus paracasei y el cocultivo de
Lactobacillus paracasei con Bifido bacterium longum mostraron efectos
favorables en comparacion con el uso uUnico en el monocultivo de Bifido
bacterium longum , cuyo crecimiento se ralentiza con la disminucion del pH.
Los valores de pH y acidez benefician la estabilidad de las bebidas
fermentadas frente al crecimiento de microorganismos patégenos. Ademas,

las caracteristicas sensoriales de las bebidas preparadas fueron favorables.

Colque (2923) La bebida probiottica no lactea se desarrollo utilizando extracto
vegetal de tarwi y Saccharomyces boulardii. Mediante el estudio se obtuvieron
las curvas de crecimiento de cada uno de los tratamientos, de los cuales el
tratamiento A1 con una concentracion de sacarosa al 6% e inoculo a 2%,
presentd valores Optimos tanto para los parametros cinéticos como para los
modelos de ajuste, mediante los cuales se puede predecir, optimizar y
determinar las condiciones Optimas para el crecimiento de biomasa, y
aprovechar cada una de sus diferentes aplicaciones. Los parametros fisicos y
fisicoquimicos presentaron comportamientos segun la cantidad de sustrato,
de modo que se pudo ver el comportamiento de estas en relacién a la accion
de Saccharomyces boulardii; en algunos casos con su disminucién como los
Brix, densidad y pH y en otros casos en su incremento como la acidez,
mostrando asi la dindmica de produccion de metabolitos propios de una

reaccion bioguimica.

2.4 Marco Conceptual

Actualmente se viene desarrollando estudios de la biodiversidad microbiana
fermentativa la cual requiere su cualificacion y cuantificacion para poder
utilizarlos en programas de asistencia alimenticia y de esta forma combatir al
hambre en el mundo. Rebaza (2019), refiere que “el proyecto Prolnfant-

CYTED, con 7 paises iberoamericanos participantes, busca el desarrollo de
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alimentos vegetales con funcionalidad probidtica para paliar carencias
nutricionales crénicas en poblaciones infantiles latinoamericanas
desfavorecidas. El grupo de la UCSS de Peru, el grupo del IPLA-CSIC entre
otros, tiene como objetivo generar una coleccién de cepas autdctonas de
bacterias lacticas (BAL) provenientes de bebidas fermentadas tradicionales.
Estudiaron la Chicha de siete semillas, para el posterior estudio del potencial
probidtico de las mismas. Las conclusiones demuestran que existe amplia

variacion en el recuento de bacterias viables entre los 6 productores, oscilando

entre 7.7x10% a 1.1x108 ufc/ml, presencia de aislados de 70 cepas de BAL con
morfologia similar a la de cocos y bacilos. La identificacion de los aislados
indica la presencia de especies de Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc
y Enterococcus. Actualmente, se esta llevando a cabo la tipificacion de esta
coleccion de aislados, para proceder a la seleccion de las cepas y su posterior
caracterizacion. Este estudio proporcionara informacion sobre la presencia y
diversidad de BAL en la Chicha de siete semillas, cuyo potencial probiotico
serd explorado para cumplir con los objetivos de Pert dentro del proyecto
Prolnfant-CYTED”.

La fermentacidon acido-lactica es uno de los métodos mas antiguos, usados
para preservar alimentos, en la cual los acidos producidos por las bacterias
lacticas inhiben el crecimiento de microorganismos alterantes (Arason, 1994).
La funcién principal de las bacterias acido lacticas es la formacion de acido
lactico, entre otros acidos organicos a una velocidad conveniente para
asegurar una fermentacion consistente (Parra, 2010), en esta fermentacion
pueden producirse otros componentes en menor proporcion, tales como
lactato, acetato, diacetil y bacteriocinas (Faruk & Ray, 2013). La fermentacion
depende de la actividad del tipo de microorganismos afiadidos como cultivos
iniciadores (Juneja et al., 2017). La principal caracteristica del metabolismo de
las bacterias acido lacticas es la fermentacion eficiente de carbohidratos, junto
con la fosforilacion a nivel de sustrato (Panesar et al., 2007). El uso de
enzimas hidroliticas, como la a-amilasa y la glucoamilasa, mejoran la

biodisponibilidad de los nutrientes de los cereales, que se encuentran
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formando parte de macromoléculas como el almidén o las proteinas, podria
acelerar el proceso de fermentacion. (Luana et al., 2014).

Las rutas metabdlicas seguidas en la degradacion fermentativa de los hidratos
de carbono, asi como los productos finales formados, varian ampliamente en
distintos grupos microbianos. Cada hidrato de carbono o derivado puede ser
utilizado como sustrato fermentable por algin microorganismo, incluyendo
polisacaridos como almidén, celulosa y quitina, disacaridos como lactosa,
maltosa y sacarosa, hexosas como glucosa, fructosa y galactosa, pentosas
como arabinosa y xilosa, derivados acidos como glucénico y glucurénico, y

polialcoholes como manitol y glicerol.

La elaboracion de bebidas fermentadas mediante bacterias &cido-lacticas
(BAL) con inclusion de quinua en su formulacion ha sido estudiada por
diversos autores, “encontrando resultados satisfactorios en cuanto a viabilidad
y caracteristicas funcionales en el producto terminado utilizando cepas
microbianas de los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus y
Enterococcus principalmente” (Cerda et al., 2019), y que segun Chis et al.,
(2020) “las bacterias acido lacticas, podrian considerarse como fabricas de
células capaces de suministrar compuestos bioactivos e ingredientes

alimentarios produciendo mejoras en la calidad de los productos”.

Cuando se trata de tomar el servicio de los recursos naturales renovables del
suelo nos referimos a los alimentos obtenidos de dicho componente tratando
de utilizar los granos de pseudocereales andinos, en los cuales se reconoce
sus valores nutritivos; sin embargo, su consumo es local y con poca
frecuencia, siendo reemplazados por alimentos tecnolégicamente modernos
pero carentes de sentido nutricional. Es asi que se requiere transformar
alimentos andinos en productos germinados transformado en harinas para
luego hidrolizarlos y proceder a su fermentacion, cuya tecnologia es ancestral
en nuestro medio.

La variacion de pH en los productos fermentados esta condicionado a la

biodisponibilidad de glucosa y fructosa desde el inicio del crecimiento
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bacteriano y su estado fisioldgico. Se observa que cuando existe una mezcla
de BAL algunos de ellos son mas habiles para asimilar los nutrientes y lograr
disminuir el pH del entorno y de esta manera propiciar ambientes mas
favorables para el resto, como resulta en el caso del cultivo iniciador de L.
bulgaricus y Str. thermophylus. Al tener la capacidad de descomponer la
sacarosa en glucosa y fructosa por la actividad de la invertasa, podria haber
ayudado a L. bulgaricus a funcionar sin necesidad de mayores cantidades
adicionales de fructosa en la formulacion. Cuando el sustrato utilizado es la
quinua y proviene de un proceso de germinacion aumenta el contenido de
azucares reductores fermentados por L. acidophilus contribuyendo al
incremento de la acidez, explica Maldonado et al., (2018); mientras que,
Huapaya (2014), empleando las mismas cepas de BAL con una formulacién
similar obtiene una bebida fermentada con pH 3.8 luego de 10 horas de

fermentacién a 42.5°C.

La mayoria de las veces, el modelado del crecimiento microbiano se lleva a
cabo en dos pasos. En primer lugar, se utiliza un modelo matematico primario
para describir la relacién entre el tamafio de la poblacion microbiana (N) y el
tiempo (t). La curva de crecimiento, que es la representacion del logaritmo del
namero de microorganismos con respecto al tiempo, se utiliza con frecuencia
para ilustrar el crecimiento. El crecimiento adopta la forma sigmoidal que
normalmente se ve para las curvas de crecimiento en condiciones
matematicas constantes favorables que otorga el modelo. En un segundo
paso, se utiliza un modelo secundario para describir la relacion entre los

parametros del modelo primario y las condiciones ambientales.

Los datos de crecimiento para cada temperatura se ajustan mediante analisis
de regresion no lineal al modelo primario de Baranyi (Baranyiy Roberts, 1994)
usando el software DMFit 2.1 para obtener los parametros cinéticos: fase de
latencia (A), velocidad maxima de crecimiento (umax) y maxima densidad

poblacional (Nmax). El modelo de Baranyi se define mediante la ecuacion 1:
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|n((N(t)) =In (NO ) + umaxA(t) — |n[1 + (e umaxAt)=1 [e (Nmax—NO)] (1)

Donde In(N(t)) es el log de la concentracion celular al tiempo t [d(dia)]
(UFC/ml); In (NO) es el log de la concentracion celular inicial (UFC/g); pmax es
la velocidad de crecimiento exponencial (log UFC/g dia); In (Nmax) es el log
de la concentracion celular final (UFC/g); y A es un parametro que representa
el aumento logaritmico de la poblacién relacionado al estado fisioldgico

celular, y se determina mediante la ecuacion 2:

A(t) =t + 1/ pmax In(eMmaxt + e “Hmax 4 —e “Hmax (t+2) ) (2

El modelo propuesto por Baranyi y Roberts (1994), descrito en la ecuacion (2),
es uno de los mas extendidos para el modelado del crecimiento microbiano
en la actualidad. Este modelo describe el crecimiento como una cinética de
primer orden de ratio p(t), que varia en funcion de las condiciones ambientales
y segun la fase en que se encuentre la poblacidén. Durante la fase exponencial
este coeficiente es igual a umax, mientras que durante las fases de adaptacion
y estacionaria se reduce por medio de los coeficientes a(t) y y(t), ambos

comprendidos entre cero y uno.

En un segundo paso, se utiliza un modelo secundario para describir la relacion

entre los parametros del modelo primario y las condiciones ambientales.
aN = q(t). yumax. y(t). N(t) dt (3)

En este modelo se describe la fase de adaptacion asumiendo que existe una
sustancia ficticia P(t) que hace de cuello de botella. El crecimiento de esta
sustancia sigue una cinética de Michaelis-Menten, lo que se ve reflejado en el
parametro a(t) tal y como define la ecuacion (3).

El modelo de Arrhenius es un modelo secundario que puede describir como
varian los parametros de crecimiento de los modelos primarios, como la
velocidad de crecimiento cuando varia el factor temperatura.

La ecuacion de Arrhenius fue derivada empiricamente basandose en
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consideraciones termodinamicas (Labuza y Riboh, 1982)
k=ke™ '™

0 (4)

donde: k, constante de velocidad de crecimiento (S?); kO, constante de la

ecuacion de Arrhenius; EA, energia de activacion (J mol-1); R, constante

universal de los gases (8.314 J mol-1 K-1); T, temperatura (°K).

2. 5. Definiciones de términos basico

Sustrato

medio 0 sustancia que contiene los nutrientes necesarios para el crecimiento
de un microorganismo y que promueve la formacion de metabolitos de interés

industrial.

Hidrolisis &cida

La hidrdlisis acida, se define como un tratamiento que desorganiza la
estructura celular del material para dejar expuesta la celulosa con el objetivo
de facilitar la accion de los acidos en el proceso de hidrolisis e hidrolizar la

hemicelulosa hasta glucosa y xilosa principalmente (Morales S. 2015).

Fermentacion

El proceso de fermentacion se define como un proceso catabdlico de
oxidacion incompleta que ocurre en condiciones anaerdbicas donde el aceptor
final de electrones es una molécula organica, obteniéndose de esta manera

como producto final un compuesto organico.

Cultivo iniciador lactico
Se define como microorganismos lacticos que son capaces de descomponer
la lactosa mediante el proceso de fermentacion, donde convierten el azlcar y

sus derivados en acido lactico.

Acidez titulable
Se define como indicador de porcentaje de acidos organicos contenido en un
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alimento, lo cual se obtiene mediante la técnica de titulaciéon utilizando una
base fuerte como el hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 N y se expresa en el % de

acido.

Acido lactico

Se define como un fuerte esterilizador que inhibe el crecimiento de bacterias
patdgenas e incrementa la rapida descomposicibn de materia organica,
también conocido como aquel compuesto que caracteriza a un alimento
fermentado dandole un sabor acidulado.

Solidos solubles

Se define como aquel compuesto soluble en agua. Ademas de estar
compuesto principalmente por azucares tales como glucosa, fructosa y
sacarosa y en menor grado por acidos organicos y algunas proteinas. A su
vez el contenido de sélidos solubles se mide con un brixdmetro, expresando

su resultado en grados °Brix.

Modelo matemético

Alguna de las definiciones establece que es un conjunto basico de hipétesis
en los procesos estudiados, representados por medio de funciones y
ecuaciones diferenciales. Es una abstraccion matematica que facilita la
descripcion de un modelo especifico. (Baranyi y Roberts, 1994). Los modelos
matematicos estan basados en diversas hipoétesis biolégicas como en la

interpretacion de diferentes fases de crecimiento microbiano.

Modelos predictivo de crecimiento microbiano

Se define como la relacion entre el tamafio de la poblacion bacteriana inicial
(N) y el tiempo (t) que se describe a través de un modelo matematico (modelo
primario). A su vez el crecimiento suele graficarse a través de una curva de
crecimiento, que es el logaritmo de la cantidad de bacterias con respecto al
tiempo. El crecimiento adopta la forma sigmoidal comun para esta curva en

condiciones constantes.
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l1l. HIPOTESIS Y VARIABLES
3.1. Hipotesis

Hipotesis general

La determinacién de los parametros cinéticos del crecimiento de iniciadores

lacticos como Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y Streptococcus

thermophilus permitira valorar la utilidad de hidrolizado de kiwicha como

sustrato fermentable.

Hipotesis especificas

La variacion de solidos totales, Ph y acido lactico el hidrolizado de
kiwicha. Indicara actividad metabdlica optima de las bacterias
iniciadoras lacticas

Las temperaturas mesofilicas y las concentraciones del hidrolizadode
Kiwicha influyen en el crecimiento experimental de las bacterias
iniciadoras lacticas en entornos de temperaturas mesofilicas.

La determinacion de los parametros cinéticos experimentales de las
bacterias iniciadoras lacticas en el hidrolizado de Kiwicha permite una
bondad de ajuste significativo con el modelo primario de Baranyi y
Roberts para obtener los parametros de crecimiento predictivos.

El modelamiento de la Velocidad del crecimiento especifico (Vmax)
predictivo en el hidrolizado de Kiwicha bajo entornos de temperatura
mesofilica utilizando la ecuacion de Arrhenius permitird adoptar una
temperatura 6ptima para controlar el proceso fermentativo de sustrato

amilaceo.
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3.2. Operacionalizacién de variables
\Variable Dimension (Indicador indice Método Técnica
Independie  [Cinética de |No Mmax (LOQ Graficas del |[Numeracién de
nte: Cultivo [crecimiento |(poblacion ufc/ml/h) Faselcrecimiento  |Bact.
iniciador bacteriano |inicial), lag Tiempo Iniciadoras
lactico: tiempo, generacional lacticas (Log
temperatura |[Estado Ajuste de ufc/ml) en MRS
: Fisiolog.(ho  |cyrvas de agar
Crecimiento ) crecimiento  |USo Modelo de
Baranyiy
Roberts,
Arrhenius
Dependiente: |[Fermentac |Sélidos Variacion de [Espectrofoto [Enzimética:
Harina ion sustrato totales Azucares métrico azucares
hidrolizada dejamilaceo Produc. Ac. |Prod. Acido |Refractometri reductores
pseudocereal Lactico lactico a Titulacion 4cido
de Potenciometr base
kiwicha ia

IV. METODOLOGIA DEL PROYECTO

4.1. Tipo y disefio de la investigacion

La investigacion es de tipo prospectivo, las variables se caracterizaron en
funcion del tiempo; y experimental, porque se manipulé la variable
experimental no comprobada, en condiciones rigurosamente controladas, con
el fin de describir el modo o causa del crecimiento de las bacterias iniciadoras
laticas en el Hidrolizado de la Kiwicha, con tres repeticiones (n=3).

El disefio empleado fue factorial de 3 tratamientos de temperaturas (15, 25y

35 °C) relacionados a 2 cepas iniciadoras lacticas, completamente al azar.
4.2. Meétodo de investigacion

La muestra utilizada fue el hidrolizado de la harina de grano germinado de

Kiwicha al 20% v/v repartida, en condiciones de esterilidad, en 6 frascos para
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1 litro. A cada litro se determind sus caracteristicas fisico quimicas e
inmediatamente se inocul6 a 3 frascos, con las cepas de Lactobacillus

delbrueckii ssp. bulgaricus y los restantes con Streptococcus thermophyllus

en concentraciones aproximadas de 108 UFC/m. Los cultivos se incubaron a
las temperaturas de 15, 25y 35 °C y cada 2 horas se tomaron de cada frasco
volimenes de 1 ml para cuantificar el Log UFC/ml de cada bacteria acido
lactico hasta alcanzar el tiempo de presentacion de la fase estacionaria (24
horas) y de esta forma obtener un curva de crecimiento experimental que fue
modelada por la ecuacion de Baranyi y Roberts, incorporada en programa
Demofit del repositorio digital del Combase, obteniéndose los parametros

cinéticos del crecimiento: pmax, A, NO y Nf.

El pardmetro umax de cada curva de crecimiento, respecto a cada temperatura,
se utilizé para obtener el tiempo de vida util del producto final.

Para los analisis de pH se procedié a colocar 50 ml de muestra del cultivo
fermentado en un vaso de precipitacién para luego introducir el electrodo. De

cada muestra se efectuaron tres lecturas.

Los analisis de acidez titulable requirieron 10ml del cultivo fermentado
adicionando 10ml de agua destilada continuando de acuerdo al método
basado en titulacion.

Para la determinacion de los grados Brix se utilizé un refractobmetro, que

requiere una gota de muestra obteniendo su respectiva lectura.

Se efectudé Andlisis de Varianza y pruebas de Tukey para la comparacion de
medias (p<0.05) y determinar las diferencias estadisticamente significativas
de las Velocidades maximas de crecimiento entre las tres temperaturas

experimentales.
4.3. Poblacién y muestra

Poblacion

La poblacion estuvo representada por 6 litros de hidrolizado de grano
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germinado que se utilizé como sustrato fermentativo que permitié obtener los

parametros cinéticos del crecimiento de las bacterias lacticas iniciadoras.

Muestra

Para el cumplimiento de los objetivos de la investigacion la muestra utilizada
fue del mismo tamafio de la poblacién de tal forma que el hidrolizado de grano
germinado tuvo la posibilidad de ser ensayada manteniendo poblaciones
microbianas convenientemente distribuidas que permitieron hacer
generalizaciones basadas en los resultados de la muestra sobre como actla

la poblacién microbiana.

4.4. Lugar de estudio
El proyecto se llevd a cabo en el Laboratorio de Ciencias Naturales de la
Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional del Callao, que se

encuentra en la Av. Juan Pablo Il 306, Bellavista, Callao.

4.5. Técnicas e instrumentos para la recoleccion de la informacionMateriales y

Equipos

Equipos Materiales Reactivos
quimicos

Estufa esterilizadora 250 °C  |Cajas de petri 14 x 90 mm * Agar MRS

Estufa Incubadora 70 °C Beaker de 150 ml « Agar PCA

Autoclave cap 100 L Matraz Erlenmeyer de 150ml

* Plate Count

Equipo titulacién Acido/Base |Frascos c/tapa 250 mL i
* Agua destilada

Bafio agua c/agitador hasta [Tubos de 16 x 150 mm

100°C Tubos 12 x 75 mm * NaOH al 0.IN

Nevera -18 — 0 °C Mango y asas de siembra * NaOH (20% p/v)
Refrigeradora Pipeta automatica de 10 a * FenolftaleinapH 8,2
Congelador 1000L y de 100 a 10000L

pHmetro ANNA HI2211-01  (Gradillas Acidoclorhidrico HCI 0,01 N
Selladora al vacio Mechero a gas y de alcohol Kit para Azdcares y
Balanza analitica Bandejas de plastico proteinas

Horno Termdémetro Material Bioldgico: Bacterias

Molino de granos Iniciadoras lacticas
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Técnicas e Instrumentos

Obtencion del sustrato

El presente estudio utilizo la técnica de la observacion experimental, debido a
que elabor6 datos en condiciones relativamente controladas porel
investigador, manipulando la variable sustrato, que permiti6 conocer el
crecimiento de las bacterias iniciadoras lacticas en forma directa. Con esta
técnica se obtuvieron los parametros cinéticos de ocurrencia natural, evitando
en lo posible, sesgos o prejuicios externos que permitio realizar la evaluacion

de los resultados, con datos precisos.

Calidad microbioldgica del fermentado hidrolizado

Se realizardn andlisis microbiolégicos del hidrolizado de kiwicha para
determinar la calidad microbiologica exigida por la norma NTS N°071-
MINSA/DIGESA-V,01. Se analizaron los siguientes agentes microbianos:
Mesobfilos aerobios, mohos y levaduras. Se utilizé 10 ml de muestra de
fermentado hidrolizado para aplicar la técnica de dilucion 1/10, para ello se
dispuso a diluir la muestra en 90ml de una solucién de agua peptona al 0.1%;

posteriormente la muestra fue homogenizada y a partir de ello se procedio a

realizar las diluciones decimales seriadas, correspondientes hasta 103,

Determinacién del pH

El pH inicial de las muestras preparadas se medi6 utilizando un medidor de
pH/MV de mesa con resolucién de 0.01, HANNA HI2211-01. Las mediciones
se llevaron a cabo simultAineamente con la toma de las muestras para

determinar la concentracion de acido lactico y la numeracion de UFC/m.

Determinacién de la produccién de acido lactico

Se utiliz6 el método de titulacibn &cido-base, empleando una solucién
estandarizada de hidréxido de sodio y como indicador la fenolftaleina. Se
prepararon las muestras regulando las temperaturas a 20°C. Luego se
obtuvieron 10ml del fermentado en un vaso precipitado adicionando 5 gotas
de fenolftaleina. Se procedio con la titulacion empleado una bureta con NaOH
(0.1 N) agregandolo, hasta lograr un cambio del color de la muestra a rosa
palido, observando que se mantenga el color aproximadamente por 30

segundos. como se muestra en la siguiente ecuacion (Salinas y Tumbaco,
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2016).
A=0.090V * N/ml-m* 100
Dado que
A = acidez titulable del mosto en porcentaje de acido lactico respecto a su
masa.
V = volumen de la solucién de hidréxido de sodio utilizada para la titulacionse
expresa en mililitros.
N = Normalidad de una solucién de hidroxido de sodio.
m = masa del matraz Erlenmeyer sin llenar expresada en gramos.
ml= masa del matraz Erlenmeyer junto con el fermentado expresado en

gramos.

Preparacion de la cepa iniciadora fermentadora

Se utilizaron cultivos iniciadores de la marca Lyofastcompuestopor
Lactobacilus delbrouckii ssp. bulgaricus (Ldb) y Streptococcus thermophillus
(St),. La activacion y propagacion se realizé en leche entera enpolvo diluida
con agua destilada estéril, libre de sustancias inhibidoras (toxicas,
antibioticas) a un volumen de 1.0 litro en el cual se inocularon la totalidad de
cultivo de Bacterias iniciadoras lacticas (2.0 g) por 24 horas a 37°C. Luego se
dispensé 10 ml de cultivo activado en leche a 100 ml de caldo MRS estéril e
incubando a 37°C durante 24 h, periodo después del cual se tom6 1 mLy se
dispenso6 99 ml de caldo MRS e incubd a la misma temperaturadurante 6 horas.
Se tomo un mililitro del caldo y se realizaron diez diluciones seriadas por

duplicado hasta 1.0 x 10°9. Se aislaron colonias de cada dilucionmediante
siembra por estria en el medio de cultivo MRS agar. Después de 24horas, se
incubaron en una estufa bacteriol6gica a 40 ° C para obtener colonias tipicas
de Ldb y St. Estas colonias se confirmaron mediante la utilizacion de sistemas
API50 y API20.

Sustrato para fermentar: hidrolizado del grano germinado de Kiwicha.

Se utilizaron 6.0 litros del hidrolizado de Kiwicha los cuales se diluyeron al 20
% con agua destilada estéril para luego dispensarse, en forma individual, 99.9
ml en 18 frascos estériles de 500 ml. Los frascos se dividieron en tres
tratamientos (15, 25 y 35°C) y cada uno de ellos estuvo compuesto por 6
frascos con 99 ml de hidrolizado. Tres frascos del tratamiento 15 °C se
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inocularon con 1.0 ml del cultivo de Ldb activado (108 ufc/ml), y tres frascos
con 1.0 ml de St, activado (108 ufc/ml) para finalmente tener una poblacion

bacteriana de 106 UFC/m; para luego ser incubados a temperaturas 15 °C:
del mismo modo se practica para el tratamiento 25 °C y 35°C. Los frascos de
cada tratamiento, por turno, fueron colocados en un bafio de agua con
agitador incorporado para mezclar los in6culos de manera constante
manteniendo la temperatura de incubacién correspondiente, en condiciones

estaticas.

Obtencién de datos del experimento
Paso 1: Se obtuvieron, en condiciones de esterilidad, 1,0 ml de hidrolizado de

los frascos de tratamiento inoculados con Ldb a 15 °C, para aplicarle una

dilucion seriada al décimo hasta 103, luego de cada dilucion se toma 1.0 mi
para depositarla en una placa Petri estéril con capacidad de 15 ml. De
inmediato se agregd sobre el indculo 12 ml de agar MRS y que por medio de
movimientos rotatorios del cultivo se distribuyo el indculo por toda el area de
la placa petri. Se dejoé solidificar el medio de cultivo y luego fue incubado a
15°C por 24 a 48 horas. Del mismo modo se practica para el tratamiento 25
°Cy 35°C.

Numeracion de Colonias en placa

La lectura de las placas se llevo a cabo después de 24 o0 48 horas consistente
en la numeracion de colonias, utilizando un contador de colonias. Con fines
del célculo de la concentracion de colonias de cada cepa soélo fueron
considerados las placas que se muestren entre 30 y 300 colonias. Los
resultados se expresaron en Logaritmo decimal de las unidades formadoras
de colonias por mililitro (Ufc/ml), considerando el factor de dilucion y volumen
del in6culo. Para los tratamientos 25 °C y 35 °C se procedié del mismo modo

que el tratamiento 15 °C.

Curvas de crecimiento método gréfico

La cuantificacion de la concentracion de Log Ufc/ml que proviene del
Tratamiento 15 °C correspondiente a cada cepa (Ldb y St) empieza en el
Tiempo inicial o cero (To) hasta el tiempo final (Tt), en el interin de este periodo

se obtuvieron muestras cada 2 horas hasta por espacio de 24 horas o alcanzar
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la fase estacionaria.

Las concentraciones celulares expresados en términos de Log UFC/ml
permitié confeccionar una curva de crecimiento utilizando el método grafico
que permitio la obtencién de los parametros de desarrollo: poblacion inicial
(No=Log ufc/ml), poblacion final (N=Log ufc/ml), variacion poblacional (Log
ufc/ml), velocidad maxima de crecimiento (Umax= Log ufc/mi/h ) y la Fase de
latencia (A= horas). EI mismo procedimiento se aplicé a los tratamientos de 25y
35 °C.

Obtencién de pardmetros de crecimiento y cinético mediante el modelo de
Baranyi-Roberts.

El modelo de Baranyi y Roberts aporta una base mecanicista o biolégica que
incluye una fase de crecimiento exponencial lineal, p(x), y una fase de latencia
que se calculo utilizando una funcion de ajuste.

Mediante este modelo se obtuvieron la fase de latencia cuyo resultado
proviene de una serie de procesos que tienen lugar cuando la célula se adapta
a las nuevas condiciones del hidrolizado. Si las células no estan preparadas

para crecer, o la adaptacion es lenta, la fase de latencia sera duradera.

Los datos experimentales ingresaron al programa DMFit del Repositorio digital
del Combase con la finalidad de lograr el ajuste de los datos experimentales
con el modelo de Baranyi-Roberts y obtener los datos predictivos como los
parametros del crecimiento cinético No(poblacion inicial), N¢(poblacion final),
Fase de latencia (A=horas), tasa de velocidad maxima (Umax= Log UFC/mi/h).
Asi mismo, el modelo mostrara el estadistico coeficiente de confiabilidad (R?)

y Error estandar.

Variacion de los parametros de crecimiento de los modelos primarios

utilizando modelo secundario de Arrhenius

Para la utilizar la ecuacion de Arrhenius se consideraron el promedio de las
tasas maximas de crecimiento (Umax), experimental de cada temperaturas (15,
25y 35 °C). Con dichas velocidades promedio se elaboraron la grafica que
relaciona Ink y 1/T. La relacion entre ellas describe una pendiente con valor

—EA/R (Labuzay col., 1992). El valor de la energia de activacion (-Ea) permitira
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obtener la temperatura 6ptima en la cual se debe desarrollar el proceso de

fermentacioén del hidrolizado.

Se considera que la ecuacién de Arrhenius ajusté bien por encima de la
temperatura 6ptima o por encima de las temperaturas minimas para el
crecimiento (mesofilicas). Las graficas fueron Unicamente exactas en un
rango limitado de temperatura para el crecimiento microbiano (Labuza y Fu,
1993) y dentro de ellas se ubicara la temperatura mesofilica 6ptima para lograr

una fermentacion con parametros cinéticos controlados.

4.6. Andlisis y procesamiento de datos.

Analisis de datos
El modelo Baranyi-Roberts se utilizd para ajustar las curvas de crecimiento de

Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus y Streptococcus thermophilus, y las
bondades de ajuste de cada uno de ellos se interpretaron utilizando el
indicador estadistico Coeficiente de Determinacion (R2). La raiz del cuadrado
medio del error (RMSE), que representa el "error estandar del modelo", se
utilizé para medir la desviacion promedio entre el valor observado y el valor
ajustado.

El estadistico ANOVA se utilizé para estimar las diferencias significativas en

los parametros de crecimiento entre el modelo y el proceso fermentativo.

4.7. Aspectos éticos en investigacion

La investigacion actual ha cumplido con la exigencia de que la ciencia se
realice de acuerdo con principios morales que aseguren el avance del
conocimiento, la comprension y la mejora de la condicibn humana y el
progreso de la sociedad. Por lo tanto, se centré en el respeto a la dignidad
humana, la autonomia de la voluntad, la proteccion de sus datos, la privacidad,
la confidencialidad, el bienestar humano y la preservacion del medio
ambiente. El estudio se llevé a cabo de acuerdo con las normas vigentes y
con total acatamiento de los principios, compromisos y requisitos bioéticos y

de bioseguridad.
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V. RESULTADOS

5.1 Resultados descriptivos

En la tabla 1 se puede evidenciar que los datos del hidrolizado de la harina
del grano germinado de Kiwicha (HGGK), caracterizandose por tener un pH
promedio (n=6) de 6.8+0.04, Sdlidos totales 10.36+£0.13% Yy la concentracion
de acido lactico 0.181+0.005%. Para todas las caracteristica mostradas el
coeficiente de variacion es mayor para el porcentaje de acido lactico (0.027);
sin embargo, los valores presentados indican que los resultados obtenidos de
esta forma, tienen buena precisidbn que permiten aceptar los experimentos
realizados por lo tanto se determina la aceptacion de la hipotesis nula (ho), lo
que significa que todas las muestras, de cada una de las propiedades del
HGGK son iguales.

Tabla 1. Caracteristicas fisico quimicas iniciales del hidrolizado dela,
harina del grano germinado de Kiwicha (HGGK)

%Solidos % acido
PH totales lactico
Promedio (n=10) 6.68 10.36 0.181
Desviacion estandar. 0.04 0.13 0.005
Coeficiente Variacion. 0.006 0.012 0.027

La tabla 2, muestra la calidad microbiologica del HGGK que se caracteriza por
presentar los agentes microbianos, pertenecientes a las categoria 1, 2y 3, por
debajo de los limites permisible que exige la Norma técnica RM 591-2008-
MINSA Perd, mostrando condiciones de mucha importancia para
experimentar crecimientos bacteriano en sustratos libres de agentes
microbianos que se pueden comportar como agentes competidores

metabolicos.
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Tabla N°2 Caracteristicas microbiolégicas iniciales del
hidrolizado de la harina del grano germinado de kiwicha
(HGGK) (NTP RM 591-2008-MINSA)
Agente Cantidad Limites permisibles
Microbiano UFC/ml m M
Levaduras <10 10? 2x10°3
Mohos <10 <10 10
Levaduras <10 <50 50

5.2 Resultados inferenciales

Las curvas de crecimiento ofrecen informacion crucial sobre la fisiologia
celular y la cinética del crecimiento bacteriano y la fisiologia celular. Permiten
estimar respuestas de las formas como responden las bacterias acido lacticas
en condiciones de crecimiento como la temperatura, pH, concentracién de
sales, entre otros factores de crecimiento. Las respuestas que se obtuvieron
son los parametros del proceso del crecimiento para una bacteria en

dependencia de la naturaleza del sustrato.

La figura 1 presenta el comportamiento del crecimiento de Lactobacillus
delbrueckii subsp bulgaricus (Ldb) en el sustrato HGGK. Se observa la
presencia de las tres etapas de un crecimiento sigmoideo caracterizado por
una etapa de adaptacion (fase lag) corta para las temperaturas de 25y 30 °C,
comparado con la presentado a 15 °C que es muy extensa. Del mismo modo
se presenta el crecimiento exponencial (fase log) cuyas pendientes o
tangentes es mayor para 35°C, seguido por la de 25 °C y en menor valor la
que se presenta a 15 °C. La siguiente etapa denominada como estacionaria
se presenta en un tiempo mas temprano a la temperatura de 35 °C seguido
por el tiempo que corresponde a 25 °C y finalmente el tiempo que corresponde
a latemperatura de 15 °C es mas corto comparado con las otras temperaturas.
Asi mismo, se observa que el crecimiento entra a la fase de muerte celular en
las temperaturas experimentadas, siendo la mas critica a 15 °C por su pronta

ocurrencia y de mayor intensidad.
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La figura 2 muestra el crecimiento de Streptococcus thermophilus (St) el cual
sigue el mismo patrén del crecimiento bacteriano obtenido para Ldb con las
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En la tabla 3, se muestran los valores del crecimiento experimental de
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (Ldb) a temperaturas de 15°C, 25°C
y 35°C en el hidrolizado de la harina del grano germinado de kiwicha (HGGK).
Los parametros cinéticos valorados indican que la variacion poblacional
durante el cultivo de Ldb durante 24 horas es un incremento de 1.73, 3.00, y
3.73 Log UFC/ml (p<0.05), una fase de adaptacién (A) de 8.10, 6.21 y 4.60
horas (p<0.05) y su crecimiento alcanzé las velocidades (umax) de 0.11, 0.31
y 0.48 Log UFC/ml/h (p<0.5), en forma correspondiente para las temperaturas
de 15, 25y 35 °C.

Del mismo modo, la Tabla 1 muestra los valores de los parametros cinéticos
del crecimiento de Streptococcus thermophilus (St) en el mismo sustrato y a
las mismas temperaturas. Respecto al incremento de la poblacion se estimo
valores de 3.36, 4.23 y 5.09 Log UFC/ml; la fase de adaptacion (A) presenta
tiempo de 6.8, 4.61y 3.42 horas, las velocidades (umax) de crecimiento fueron
0.29, 0.39 y 0.58 Log UFC/m/h, respectivamente a las temperaturas

experimentadas.

Comparativamente se demuestra que las temperaturas utilizadas tienen
efecto sobre los parametros cinéticos evaluados siendo St el que demuestra
mejores condiciones de crecimiento en HGGK, asi mismo, todos lo parametro
cinéticos del crecimiento muestran la existencia de diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) en relacion de las temperaturas

utilizadas.

La observacion del comportamiento de los parametros cinético entre Ldb y St,
se verifica que St tiene mejores condiciones de crecimiento en el sustrato
HGGK y entre ambas existe diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05).
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Tabla 3. Pardmetros cinéticos del crecimiento de Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus sobre el sustrato del hidrolizado
del grano germinado de Kiwicha en entornos de temperaturas del5, 25, 35 °C,
obtenidos segun el método grafico.
o Velocidad
\Variacion .
. L . Fase Lag/maxima
bacterias iniciadoras|Temperaturas |Poblacional » o
o o Adaptacion [crecimiento
lacticas (°C) (Log _ _
UEC/mI) (A= Horas) |(u=Log
UFC/ml/h)
Lactobacillus 15 1.73 8.10 0.11
delbrueckii Ssp. 25 3.00 6.21 0.31
bulgaricus 35 3.73 4.60 0.48
Streptococcus 15 3.36 6.81 0.29
thermophilus 25 4.23 4.61 0.39
35 5.09 3.42 0.58

Elaboracion propia

Habiéndose obtenido los parametros de crecimiento experimentales, se
requiere darles un tratamiento de modelamiento matematico con la ecuacion
de Baranyi y Roberts que permitio ajustar todos los datos experimentales para
obtener parametros cinético predictivos que permitid estimar con elevada
confianza estadistica para poder controlar el proceso de fermentacion dentro
de tiempos, temperaturas y concentraciones celulares para la harina del grano
germinado de Kiwicha. Cuando se traza una curva en forma de S, o una
funcion sigmoide en donde se puede ver sus etapas inicial o adaptativa, etapa
exponencial y estacionaria, aporta cuantitativamente los parametros de la
variacion poblacional en entornos que brindan concentraciones de sustratos

biodisponibles suficientesque permiten sostener el crecimiento.

Las figuras 3 y 4, muestran los modelamientos del crecimientos predictivos
(Log UFG/mI) de Ldb y St, en el sustrato HGGK utilizando la ecuacion de
Baranyi y Roberts cuyo resultado muestran un comportamiento de crecimiento
de tipo sigmoideo, el cual muestra la fase lag o adaptativa, una fase

logaritmica y una fase estacionaria.

Segun el modelo, las dos cepas presentan una etapa de adaptacion corta,
fase de crecimiento exponencial muy rapido y una fase estacionaria que se
alcanza muy pronto a 35 °C. El crecimiento a temperaturas 15y 25 °C muestra
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que las dos cepas presentan comportamientos semejantes siendo muy
destacado la fase exponencial en donde la velocidad de sus crecimientos es
mayor a 25 °C que a 15 °C.
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Figura 3. Modelamiento del crecimiento de
Lactobacillus delbrouckii ssp. bulgaricus segun
ecuacion de Baranyi.
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Figura 4. Modelamiento del crecimiento de
Streptococcus thermophilus segin ecuacion de
Baranyiy Roberts.

Elaboracion propia

La tabla 4 muestra los valores del Coeficiente de determinaciéon R?, el cual
estima el porcentaje de explicacion del crecimiento a partir de la aplicacion de
la temperaturas de 15 °C, 25 °C y 35 °C. Para las dos cepas bacterianas con

se presenta un valor alto de 0.99 respectivamente a las temperaturas
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experimentadas e indica que los cambios en los predictores estan
relacionados con cambios en la variable de respuesta y que el modelo de
Baranyi y Roberts explica mucha de la variabilidad de la respuesta realizando
un ajuste perfecto y, por tanto, se considera que el modelo es muy muy fiable

para las predicciones del crecimiento de Ldb y St.

Como el R? es una medida estadistica que indica qué tan cerca estan los datos
de la linea de regresion ajustada las desviaciones estandar del ajuste
presentan valores menores de 1; asi mismo, se observa que las variaciones
de la temperatura tienen un efecto sobre la velocidad del crecimiento de Ldb
y St se realizé el analisis de varianza cuyos valores son p<0.05 que significa
gue comparativamente el crecimiento de Ldb tiene diferencias significativas

con el crecimiento de St cuando utilizan con sustrato fermentativo HGGK.

Tabla 4. Bondad de ajuste del crecimiento de Lactobacillus delbruckiissp.
bulgaricus y Streptococcus thermophilus relacionado con la temperaturas
de 15, 25y 35 “C.

Estadisticos Lactobacillus delbruckii ssp.Streptococcusthermophilus
bulgaricus
15°C | 25°C | 35°C | 15°C | 25°C | 35°C
Coeficiente
determinacion 0.983 0.991 0971 0.997 0.997 0.995
(R?)
Desviacion

Estandar del 0.09 0.07 0.24 0.08 0.09 0.14
ajuste

Analisis varianza p<0.05 p<0.05

La tabla 5, muestra los parametros cinéticos del Crecimiento predictivo de las
Ldb en el hidrolizado de HGGK, obtenidos utilizando el modelo Baranyi-
Roberts. EI modelo define el crecimiento como una cinética de primer orden
gue se modificd en funcién de las condiciones de temperaturas ambientales
de 15, 25 y 35 °C y segun la fase de crecimiento en que se encuentre la
poblacion. La poblacion que se genera se incrementa en niveles logaritmicos
de 1.50, 2.82 y 3.46 Log UFC/ml, durante la fase adaptacién (A) este
coeficiente es igual a 7.00, 6.78, 3.46 Horas; mientras que la fase exponencial
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las velocidades de crecimiento (pUmax) son 0.17, 0.29, 0.37 Log UFC/ml/h,

respectivamente a las temperaturas experimentadas.

Para el caso de St. el modelo matematico utilizado muestra que el nivel de la
variacion poblacional fue de 3.26, 4.07 y 4.98 Log UFC/mI, la fase de
adaptacion tuvo duraciones de 6.54, 4.75 y 2.92 horas y las velocidades de
crecimiento fue 0.17, 0.29 y 0.37 Log UFC/ml/h, en forma respectiva a las
temperaturas de 15 °C, 25 °Cy 35 °C.

En ambos casos se observa que la temperatura tuvo efecto directo sobre los
pardmetros cinéticos del crecimiento de Ldb. y St. Para demostrar si los
efectos de las temperaturas sobre cada uno de los pardmetros cinéticas
mostraban diferencias estadisticamente significativas se realizd la
comparacion de medias (Anva) cuyo resultado indican que los valores
presentan diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) para todos
lospardmetros cinético y para las dos cepas estudiadas. Estos resultados
muestran que St. crece mas rapido que Ldb. en el sustrato de HGGK y segun

la prueba de Tukey la temperatura mas apropiada es 35 °C.

Tabla 5. Parametros cinéticos del Crecimiento predictivo de las bacterias
iniciadoras lacticas en el hidrolizado de kiwicha segun modelo Baranyi-Roberts

Bacterias Temperaturas variacion Fase ng esv?alc?i(f:ilc?: gel
lacticas be poblacién Log /adaptacion | €SPECT
o (°C) crecimiento
iniciadoras UFC/ml horas (A)
(Hmax)

Lactobacillus 15 1.50 7.00 0.17
delbrueckii  ssp. 25 2.82 6.78 0.29
bulgaricus 35 3.46 3.46 0.37

15 3.26 6.54 0.25
Streptococcus 25 4.07 4.75 0.37
thermophilus

35 4.98 2.92 0.55

Determinacién de vida util del Hidrolizado de la harina del grano germinado de
Kiwicha (HGGK) utilizando Iniciadores Lacticos: Lactobacillus delbruckii ssp.
garicus y Streptococcus thermophillus cultivados a temperaturas de 15, 25y
35°C.
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En la Tabla 6 se muestran los parametros de la ecuacion de Arrhenius que
evaluan el efecto de la temperatura de 15 °C, 25 °C y 35 °C sobre la velocidad
especifica de crecimiento en un sustrato compuesto por el HGGK. El célculo
la energia de activacion (Ea) para Ldb fue = 34184.12 J/mol K y para St fue
Ea = 28555.22 J/molK (p<0.05) Estos valores sugieren el grado de
sensibilidad que cada uno de las cepas experimentadas tienen frente a los
cambios térmicos, siendo mas sensible Ldb. Asi mismo, la constante pre-
exponencial (LnA) para Lbd fue 12.62 Ln ufc/ml/h y para St 10.6 Ln ufc/ml/h,
cuyo significado es que ambos tienen un potencial significativo para crecer
rapidamente bajo condiciones éptimas, (p<0,05). EI modelo también aporta
valores para la velocidad especifica de crecimiento (Lnu) que para Ldb fue de
0.19 Ln ufc/ml/h y para St 0.27 Ln ufc/ml/h (p<0.05) que los sindica que tiene

un crecimiento mayor que Ldb dentro de un periodo de tiempo estandarizado.

A partir de la operatividad del modelo de Arrhenius puede ser utilizada como
referencia para predecir el comportamiento de la bacteria en diferentes
escenarios térmicos. La interrelacion entre estos parametros y la temperatura
permite anticipar la velocidad de crecimiento de la bacteria bajo distintas
condiciones térmicas y de esta manera obtener el tiempo de vida util del
HGGK cuando se utiliza a Ldb St a 4°C fue de 3.02 dias y 2.16 dias cuando

se utiliza St.

Tabla 6. ParAmetros del modelo de Arrhenius para la determinacion
de la vida util a temperatura de refrigeracion del fermentado lacteo
con Bacterias Iniciadoras Lacticas en el hidrolizado de la harina del
grano germinado de kiwicha

Lactobacillus Streptococcus
Parametros delbruckii ssp. therrglo hilus
bulgaricus P
LnA (Ln ufc/ml*h) 12.62 10.65
Ea (Ln ufcK/ml/h/J/mol/ °K)  [34,184.12 28,555.22
Lnp(LnUFC/ml/h) 0.191 0.266
Tiempo vida util a 4 °C (dias) [3.02 2.16
VI. DISCUSION DE LOS RESULTADOS
6.1 Contrastacion y demostracion de la hipétesis con los resultados

Las caracteristicas nutricionales de la harina del grano germinado del
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pseudocereal Amaranthus caudatus (Kiwicha) permiten buscar nuevas
alternativas de procesos para obtener productos diversos. Una de las
tecnologias aplicables es someterlas a un proceso de hidrolisis acida a
temperatura elevadas de 120 °C por 30 minutos, situacion que permite
utilizarlos como sustratos fermentativos con bacterias iniciadoras lacticas y

obtener productos funcionales.

Los procesos fermentativos obtenidos artesanalmente no presentan los
tiempos que se requieren para manejar el proceso conociendo el tiempo de
cada etapa del crecimiento bacteriano como las fases de latencia o

adaptacion, la exponencial y estacionaria; es decir se desconoce la funcién

metabodlica de los microorganismos durante cada etapa de crecimiento
bacteriano. Ante esta problematica se planted la hipotesis siguiente: las
propiedades fisico-quimicos del hidrolizado de grano germinado de Kiwicha
favorecen el desarrollo del proceso de fermentacién con bacteria iniciadoras
lacticas (Lactobacillus delbruckii ssp. bulgaricus (Ldb) y Streptococcus

thermopillus).

Otros estudio similares confirman “que el hidrolizado de la harina del grano
germinado de la Kiwicha contiene elevado contenido de hidratos de carbono,
proteinas, lipidos y, en menor cuantia, proteinas y minerales” (Patterson et al.,
1980), Estas condiciones permitieron pensar en el uso del producto como un
sustrato intrinseco altamente nutritivo para mantener el crecimiento de
bacterias iniciadoras lacticas como Ldb y St. durante un periodo prolongado

de tiempo.

Los nutrientes existentes en el HGGK permitieron un desarrollo fermentativo
qgue se tradujo en una curva de crecimiento experimental cuya velocidad de
crecimiento (Umax) fue lineal tanto para Lbd. Y St. y asi mismo el ajuste del
crecimiento por el modelo de Baranyi-Roberts muestran parametros cinéticos
con valores aceptables para asegurar la utilidad del HGGK para cuantificar
el proceso fermentativo por las bacteria iniciadoras lacticas siendo la
temperatura el factor preponderante para el crecimiento estableciendo
diferencias estadisticamente significativas entre las temperaturas

experimentadas (p<0.05) y segun el estadistico Tukey la temperatura de 35°C
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es la oOptima. Estos resultados permiten considerar la aceptacion de la
hipdtesis planteada que la determinacion de los pardmetros cinéticos del
crecimiento de iniciadores lacticos Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y
Streptococcus thermophilus permitira valorar la utilidad de hidrolizado de

kiwicha como sustrato fermentable.

6.2 Contrastacion de los resultados con otros estudios similares

Las investigaciones similares efectuados para valorar las propiedades fisico-
quimicos y microbiologicas del hidrolizado de la harina del grano germinado

de Kiwicha (HGGK) para considerar su uso procuran un pH ligeramente acido,

una cantidad de azUcares solubles, de preferencia maltosa) y escasa
presencia de acido lactico, condiciones que nuestro sustrato investigado lo
considera y que por los resultados encontrados lo consideramos ideal para la

fermentacion por Ldb y St.

Las condiciones quimicas iniciales que ofrecioé el HGGK inoculados con Ldb y
St se modificaron durante la fermentacion siendo los valores finales de °Brix,
pH y concentracion de &cido lactico en cantidades significativas en relacién
con la temperatura éptima de 35 ° que se evidencia por su efecto directo sobre
la funcibn metabdlica, ocasionando que St muestre mejores capacidades

fermentativas y desarrollo, mas rapidamente que Ldb.

Procesos fermentativos similares efectuados en diversos granos de cereales
son presentados como ideales y se encuentran cercanos a los empleados en
esta investigacion como lo reportado por Guaman y col. (2022) quienes
manifiestan que “para la fermentacion, la temperatura fue de 40°C y el pH
inicial fue de 6,5 * 0,03”; Segun Brisefio y Castro (2014), "las bebidas
fermentadas tienen una reaccion acida y es debido a los &cidos organicos que
se forman por el metabolismo de los agentes fermentativos; como en el caso
de los acidos tartaricos, malico, etc”. Carr et al., (2002)) consideran que “las
cepas pertenecientes a los géneros de lactobacilos tienen tolerancia a pH
menor de 5y que la temperatura 6ptima de crecimiento es 40°C”. Sierra y col.
(2006), indican “que las condiciones mas adecuadas para fermentar con
Lactobacillus rudii y el Fermento R-703 es 40°C, pH 6,5 + 0,03 y 120 horas”.
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Olivares y Ricaldi (2013) indican que “el tiempo de germinacién permite
obtener una cantidad de carbohidratos y que después de 96 horas, es de 69%.
Cuando es usado en procesos de fermentacion (20%) permite un crecimiento
favorable para las bacterias lacticas”. Bustamante (2019), encontré que “el
grado de Brix del malteado de maiz INIA 603 disminuye hasta 5 Grados

durante la fermentacion evaluados durante 6 dias de fermentacion”

El comportamiento de Ldb y St en el sustrato HGGK generaron curvas
experimentales las cuales fueron ajustadas por el modelo dinamico de Baranyi
y Roberts (1994), el cual “es un modelo matematico predictivo que tiene una
parte mecanicista que se fundamenta en que el sustrato contiene sustancias
gue limitan el crecimiento bacteriano. Considera que los factores
fisicoquimicos, el medio extracelular y las condiciones intracelulares pueden
determinar el estado de una poblacién homogénea de bacterias. Este modelo
describe una curva bacteriana sigmoidea”. El modelo ajust6 los datos
experimentales y creo los siguientes parametros: valor poblacional inicial, fase
de latencia o retraso, tasa maxima, valor poblacional final y dos parametros
de curvatura. mCurv y nCurv describen las asintotas de la curva sigmoidea al
principio y al final de la fase de crecimiento, respectivamente. Para los fines
de la microbiologia predictiva el modelo permite cuantificar la cinética del
crecimiento microbiano y obtener, como elemento muy importante, la tasa

maxima especifica de crecimiento.

El modelo de Baranyi y Roberts describié adecuadamente el crecimiento de
Lbd y St en cultivos por separado. Se obtuvieron las desviaciones estandares
que indicaron que las dispersiones, referente a la media, son pequefias y el
coeficiente de determinacién R?, indica que la bondad de ajuste por el modelo
es elevado 0.99 para ambas cepas, por lo tanto es un ajuste fiable que
comparativamente destacan las velocidades de crecimiento (Umax) a las

temperaturas de 15, 25y 35 °C existen diferencias significativas (p<0.05).

Serna y Rodriguez (2005), indican ge “la fermentacion de harina germinada
de maiz con por Ldb y St, el pH disminuyé desde 6,5 a 5,0 y la fase de latencia
alcanzé tiempos de 1.78 horas y 2.95 horas, respectivamente, a 42 °C. Por lo

tanto, segun las caracteristicas fisiologicas de St, produce entre 0,7 y 0,8 %
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de &cido lactico, en ambientes de termo resistencia y se desarrolla en forma
Optima a temperaturas entre 42 y 45 °C, con una temperatura minima de 10
°C y maxima de 50 °C e incluso 65°C por 30 minutos, y tiene menor poder de
acidificacion que el Lactobacillus. Por otro lado, la actividad proteolitica en la
leche es baja porque los aminoacidos liberados son consumidos durante su

fase de crecimiento logaritmico".

La comparacion de los pardametros de crecimiento entre las bacterias
iniciadoras lacticas se observa que los parametros de St son mayores que
Ldb, debido a que su metabolismo esta relacionado con el pH que se genera
durante la fermentacion en el HGGK el cual es apropiado para la
célulabacteriana. Abdel-Rahman et al, (2013) consideran que “con frecuencia
el metabolismo propio esta influenciado por el pH. Las bacterias acido lacticas
crecen mejor en condiciones cercanas a la neutralidad; por ejemplo

Streptococcus thermophilus pH 6,5, L. delbrueckii ssp bulgaricus pH 5,8 a 6”.

La fase de latencia es un periodo de adaptacion para las bacterias lacticas
cuando pasan a una nueva condicién priorizando la sintesis enzimética
necesaria para el crecimiento en un nuevo sustrato. Ani y Wabhidin, (2005),
consideraron que “el pH es un componente crucial en la produccién de
biomasa y acido lactico por Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus; a pH 6,
la fase lag duré cuatro horas considerado como un tiempo significativamente
mas corto que los evaluados en condiciones de pH més bajos, en donde las
células utilizan el sustrato en forma acelerada al inicio de la fermentacion, lo

cual favorece para obtener altas tasas de crecimiento celular”.

Los parametros de crecimiento obtenidos en este estudio muestran la
desviacion estandar mas alta y R? mas bajo para Ldb y St cuando la
temperatura fue de 35 °C. Al respecto, Aguilar (2007) “Modeld el crecimiento
individual de Lactobacillus plantarum productora de bacteriocinas vy
Lactobacillus paracasei no productora de bacteriocinas. El ajuste de estos
crecimientos y los parametros cinéticos estimados: fase lag, tasa de
crecimiento, concentracion celular inicial y la final, ajustaron adecuadamente

a los datos experimentales”.
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La vida util de los alimentos es un aspecto crucial en la industria alimentaria,
ya que afecta tanto la seguridad como la calidad de los productos (Baldizon y
Cordoba, 2008). La determinacion de la vida util implica comprender los
procesos de deterioro y establecer estrategias para prolongarla, garantizando
asi la satisfaccion del consumidor y la rentabilidad del producto (De la Cruz
Quispe, 2009).

Una forma de prolongar de la vida util de los alimentos se puede realizar
mediante la fermentacion con bacterias lacticas (BAL), un método antiguo,
simple y econdmico que ademas mejora las propiedades sensoriales, la

calidad nutricional y funcional de los productos (Rollan, 2020).

El presente estudio enfoca el tiempo de vida til del hidrolzado de la harina
del grano germinado en el que finalizo el proceso de fermentacion hasta lograr
alcanzar la fase estacionaria del crecimiento de Ldb y St. Los resultados
indican que el tiempo de vida util del fementado es de 3 dias cuando se
fermenta con Ldb y 2 dias cuando se hace con St. a temperaturas entre 15 a
35 °C.

Estudios sobre fermentaciones como el de Chimbo (2019) considera “que la
bebida Fermentada a base de maiz (Jora) presento un tiempo de vida atil de
6 a 7 dias en condiciones de almacenamiento refrigerado.

Zarate (2023) indica que “la vida util de la bebida fermentada utilizando Harina
de granos de maiz jora inoculado con Lactobacillus delbruckii ssp bulgaricus
y Streptococcus thermophilus, variaron después del proceso de fermentacion,
con duraciones de vida Gtil que no superan los 3 y 4 dias, respectivamente a
temperatura de 4°C. Esta limitacion se atribuye a la post acidificacion que
ocurre cuando las bacterias fermentadora contintdan produciendo acido lactico

incluso después del proceso de fermentacion”,

6.3 Responsabilidad ética.

El autor asume la responsabilidad del informe final debido a que la
investigacion actual se llevo a cabo de acuerdo con las normas y principios

gue impiden el uso de la ciencia en perjuicio del ser humano o del entorno.
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VII CONCLUSIONES

oEl hidrolizado de la harina del grano germinado de kiwicha (Amaranthus
caudatus) tiene propiedades nutricionales para poder ser fermentado por
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus.

¢ El crecimiento de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y Streptococcus
thermophilus en el hidrolizado de la harina del grano germinado de Kiwichaes
de tipo sigmoideo y muestra claramente las fases de latencia, exponencial y

estacionaria.

* La aplicacion del modelo mateméatico de Baranyi y Roberts significa tener
una herramienta predictiva que permite procesar datos experimentales y
obtener los parametros cinéticos predictivos de la fermentacion de la Harinadel
grano germinado de Kiwicha utilizando Lactobacillus delbrueckii ssp.

bulgaricus y Streptococcus thermophilus.

VIIl. RECOMENDACIONES

e Experimentar el hidrolizado de Kiwicha en procesos de fermentacion

utilizando bacterias probidticas.

e Realizar formulaciones de granos de pseudocereales andinos para

elaborar bebidas fermentadas fortificadas con antioxidantes y sales defierro.
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MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: “MODELAMIENTO DE LA CINETICA DEL CRECIMIENTO DE BACTERIAS INICIADORAS LACTICAS EN EL HIDROLIZADO DE Amaranthus caudatus (KIWICHA)”

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES | DIMENSIONES INDICADOR METODOLOGIA
Problema General Objetivo General Hipdtesis general Dependiente | Consumo de Disminucion de Cultivo bacteriologico
¢ De qué forma la presentacion - Determinar los La determinacion de los parametros s sustrato e sustrato amilaceo,
del grano de Kiwicha en forma de | parametros del crecimiento cinéticos del crecimiento de Fermentacién | incremento de incremento
Hidrolizado puede ser Util como cinético de iniciadores lacticos | iniciadores lacticos permitira valorar la | de la harina biomasa biomasa,
sustrato fermentable por compuesto por Lactobacillus utilidad de hidrolizado de kiwicha Hidrolizada de produccién acido
bacterias acido lacticas? delbrueckii ssp. bulgaricus y como sustrato fermentable. pseudocereal lactico

Streptococcus thermophilus kiwicha.

Problemas Especificos

¢, Cuales son las condiciones
basicas extrinseca de un
hidrolizado de pseudocereal para
el crecimiento de las Bacterias
iniciadoras lacticas?

¢, De qué manera se puede
controlar el crecimiento de
bacterias iniciadoras lacticas en
sustratos fermentables
hidrolizados?

¢,Como influye la temperatura
mesofilica sobre el crecimiento
de un cultivo iniciador lactico
durante la fermentacion del
hidrolizado de pseudocereales?

¢ De qué forma el modelamiento
matematico puede establecer los
parametros cinéticos predictivos
de un cultivo iniciador lactico en
un hidrolizado de pseudocereal
para determinar su utilidad como
en la fermentacion?

utilizando el hidrolizado de
kiwicha como sustrato Util
fermentable

Objetivo Especifico
*Determinar la variacion de
solidos totales, pH y acido
lactico por el crecimiento de
iniciadores lacticos en el
hidrolizado de kiwicha.
*Determinar los parametros
cinéticos experimenta del
cultivo iniciador lactico en el
hidrolizado de kiwicha a
concentracion del 75% a
temperaturas de 15°C, 25°C y
35°C utilizando el modelo
primario de Baranyi - Roberts
*Determinar la temperatura
6ptima para la fermentacion del
hidrolizado de kiwicha mediante
el modelo secundario de
Arrhenius con relacién a la
velocidad maxima de
crecimiento.

Hipétesis especificas

+La variacion de solidos totales, pH y
4cido lactico el hidrolizado de kiwicha.
Indicara actividad metabdlica optima
de las bacterias iniciadoras lacticas
sLas temperaturas mesofilicas y las
concentraciones del hidrolizado de
Kiwicha influyen en el crecimiento
experimental de las bacterias
iniciadoras lacticas

+La determinacion de los parametros
cinéticos experimentales de las
bacterias iniciadoras lacticas en el
hidrolizado de Kiwicha permite una
bondad de ajuste significativo con el
modelo primario de Baranyi- Roberts
para obtener los parametros de
crecimiento predictivos.

*El modelamiento de la Velocidad del
crecimiento especifico predictivo con
la ecuacion Arrhenius permitira
adoptar una temperatura éptima para
controlar el proceso fermentativo de
sustrato amilaceo.

Independient
es
Determinacién
de los
parametros
cinéticos del
crecimiento
iniciadores
lacticos
mediante el
modelo
Baranyi-
Roberts.

Parametros del
crecimiento

UFC/ml
Variacion:
Mmax= Log
UFClg/h
Fase lag A
(Horas)
Tg= Horas

Modelo predictivo del
programa DMFit del
Combase/

. Edgar Zéarate Sarapura
Responsable del Proyecto
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