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APRESENTACAO

As Ciéncias Agrarias sdo um campo de estudo multidisciplinar por exceléncia, e
um dos mais proficuos em termos de pesquisas e aprimoramento técnico. A demanda
mundial por alimentos e a crescente degradacdo ambiental impulsionam a busca
constante por solucdes sustentaveis de producédo e por medidas visando a preservacao
dos recursos naturais.

A obra Agrarias: Pesquisa e Inovacado nas Ciéncias que Alimentam o Mundo
compila pesquisas atuais e extremamente relevantes, apresentadas em linguagem
cientifica de facil entendimento. Na coletanea, o leitor encontrara textos que tratam dos
sistemas produtivos em seus diversos aspectos, além de estudos que exploram diferentes
perspectivas ou abordagens sobre a planta, o meio ambiente, o animal, o homem, o social
e sobre a gestao.

Este Volume VI traz 28 artigos de estudiosos de diversos paises. Sdo 14
trabalhos de autores da Argentina, China, Coldmbia, Espanha, México, Peru e Portugal e
14 trabalhos de pesquisadores brasileiros, divididos em dois eixos tematicos: os
primeiros 13 capitulos versam sobre Sistemas de Producao Vegetal e os demais
tratam de temas variados dentro do eixo tematico Zootecnia e Veterinaria.

Desejo a todos uma proveitosa leitura!

Eduardo Eugénio Spers
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RESUMEN: En los Ultimos afos los
alimentos fermentados han incrementado
su importancia, sobre todo los elaborados
mediante procesos artesanales. Dentro de
éstos, el “Masato”, alimento fermentado
naturalmente a base de arroz, originario de
Latinoamérica. Este trabajo propuso conocer
la calidad microbiologica, fisicoquimica
y sensorial, para ofrecer oportunidades
de mejora en su proceso y alternativas a
los consumidores. Para ello, se evaluo, en
nueve lotes de masato, la presencia de
microorganismos indicadores de calidad
higiénica y fermentadores, parametros
fisicoquimicos y una prueba de analisis
sensorial descriptivo. Como resultado,
coliformes totales, Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus sobrepasaron los
criterios permitidos, se observo la prevalencia
de bacterias acido lacticas y levaduras
durante todo el proceso, con predominio
del género Leuconostoc. Los productos
terminados alcanzaron un pH de 3.89 + 0.32
con una acidez titulable de 0.25 + 013%AL
g/mL, se mostro la variacidon de los acidos
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lactico, acético y etanol y el alto contenido de fructosa presentado en los productos, el
color tuvo un predominio hacia el amarillo, los resultados bromatoldgicos por su parte
mostraron bajo contenido de proteinas y minerales y la presencia de aminoacidos
libres con una humedad 85.02 + 2.47 %. La viscosidad fue muy variable. Finalmente,
los descriptores con mayor calificacion en el analisis sensorial fueron: olor especiado,
dulce y agrio, sabor frutal y dulce. Esta informacién sirve como base para proponer un
plan de mejora para pequefios productores y al mismo tiempo hacer estudios sobre la
microbiota nativa del masato.

PALABRAS CLAVE: Calidad. Fermentacion natural. Alimentos fermentados.
Microorganismos indicadores. Productos artesanales.

MICROBIOLOGICAL AND PHYSICOCHEMICAL QUALITY FOR THE ARTISAN CRAFT
FERMENTED RICE-BASED FOOD

ABSTRACT: In recent years, fermented foods have become increasingly important,
especially those produced by artisanal processes. “Masato” e.g., a naturally
fermented rice-based food from Latin America, was evaluated for its microbiological,
physicochemical and sensory quality, in order to identify opportunities for improvement
in its production process and offer food alternatives to consumers. For this purpose,
9 batches of masato were evaluated for presence of indicator microorganisms of
hygienic quality and fermenters, physicochemical parameters and a descriptive sensory
analysis test. As a result, total coliforms, Escherichia coli and Staphylococcus aureus
exceeded the permitted criteria, and the prevalence of lactic acid bacteria and yeasts
was observed throughout the process, with a predominance of the genus Leuconostoc.
The end-products reached a pH of 3.89 + 0.32 with a titratable acidity of 0.25 + 013
%AL g/mL. The variations of lactic and acetic acids, ethanol and the high content of
fructose in the product were shown, and the visual color had tendency towards yellow.
The bromatological results showed low content of proteins and minerals as well as the
presence of free amino acids with a humidity 85.02 + 2.47%. The viscosity was highly
variable. Finally, the descriptors with the highest scores in the sensory analysis were:
spicy, sweet and sour odors, fruity and sweet flavors. This information serves as a
basis for proposing an improvement plan for small producers and to do research on the
native microbiota of masato.

KEYWORDS: Artisanal products. Indicator microorganisms. Fermented foods. Natural
fermentation. Quality.

1INTRODUCCION

Los alimentos vegetales fermentados de elaboracion artesanal, hacen parte de la
alimentacion desde tiempos ancestrales y ocupan un papel importante en la gastronomia
latinoamericana (Ramos & Schwan, 2017). Algunos de estos alimentos son considerados

patrimonios intangibles porque son constituyentes importantes de la dieta de algunas
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poblaciones. Por otra parte, las tendencias actuales apuntan al consumo de alimentos
naturales sin adicion de sustancias quimicas (Masson, 2019). Lo anterior, sumado a que la
fermentacion es una técnica economica y eficiente de preservacion (Lamba et al., 2019),
ha llevado a incrementar el interés por estos alimentos, especialmente, los que se fabrican
a partir de cereales (Blandino et al., 2003; Salmerén et al., 2015).

Se ha sabido que en los alimentos fermentados se encuentran microorganismos
que modifican los nutrientes, mejorando la calidad, el valor nutricional y las propiedades
sensoriales (Vakevainen et al., 2018; Yépez, 2018), otros, como los microorganismos
probidticos, proporcionan beneficios saludables a los consumidores y en otros casos
pueden encontrarse microorganismos gque generan problemas de salud publica (Byakika
et al,, 2019; Han et al., 2020).

Asi mismo, las bebidas de corta fermentacion elaboradas a partir de cereales
son tipicas de diferentes regiones latinoamericanas y diversifican sus caracteristicas
sensoriales y su nombre de acuerdo a la regién donde se produzca, pero tienen en comun
un proceso productivo similar (Blandino et al., 2003). Por lo general, son elaborados en
establecimientos pequefios o en hogares, que lo distribuyen para generar ingresos que
ayudan al sostenimiento de las familias. Esto hace que el producto que se comercializa
tenga variaciones de calidad. Ademas, estas bebidas no cuentan con una normatividad
que defina sus caracteristicas de calidad y proceso.

El masato fermentado es un ejemplo de estas bebidas, es tipico de regiones como
Peru, Venezuela y Colombia. En la regién colombiana, se elabora principalmente de arroz
(Rios et al., 2016; Valencia et al., 2019), se suele consumir con productos de panaderia o
con comidas principales del dia, es comercializado en lugares turisticos y consumido por
personas mayores que conocen el producto por tradicion.

Por lo tanto, esta investigacion tuvo como objetivo establecer una linea de base
para la calidad microbioldgica, fisicoquimica y sensorial de masato de arroz elaborado
artesanalmente en Boyaca - Colombia, apuntando al fortalecimiento de estos productos
como Patrimonios culinarios y obtener informacion que conlleve a la mejora de su
produccién como alternativas de bebidas fermentadas a partir de cereales para las

nuevas generaciones.

2 MATERIALES Y METODOS
21 RECOLECCION DE LAS MUESTRAS DE “MASATO”
Productores artesanales con residencia en la vereda de Ventaguemada, Boyaca,

Colombia (5°21'59"N), fueron invitados a participar y aceptaron voluntariamente mediante
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un consentimiento informado. Se elaboraron 9 lotes y de cada uno se tomaron muestras
en tres tiempos: t; (inicio del proceso), t, (intermedio fermentacion) y t, (producto
terminado). Las muestras fueron recolectadas asépticamente y congeladas a -18 + 2°C

para su posterior analisis.

2.2 CRITERIOS MICROBIOLOGICOS EVALUADOS

Los criterios de seguridad y calidad se evaluaron a t, segln la International

Standards Organization (ISO) y se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Analisis microbiologicos y bromatoldgicos

Analisis

Analisis microbiolégico Normativa fisicoquimico Métodos empleados
Coliformes totales (CT) . o )
. ISO 4832:2006 Proteina cruda Volumétrico (Kjeldahl)
E. coli (EC)*
Gravimétrico
(Saphylococaus aureus ISO 6888-3:2003 Cenizas
1ISO 5984:2002
Bacillus cereus * ISO 7932:2004 Humedad Gravimétrico
. Calcio, Hierro Espectrometria de
Salmonella spp. ISO 6579-1:2017 y Zinc absorcion atémica
Mohos y levaduras * ISO 6611:2004 Fésforo Espectbﬁg;%metrico
Bacterias acido acéticas  Siembra superficie agar Aminoacidos Curva patron Ac.
(BAA) * WL (Scharlau-Espana) libres Aspartico

* Los recuentos de colonias se realizaron y se expresaron en Log UFC/g.

La abundancia de bacterias acido lacticas (BAL) y levaduras se evaluaron a t,
t, y t. Para ello, se realizaron diluciones 1:10 hasta 10 y se inocularon, para BAL en tres
medios de cultivo suplementados con 100 pug/mL de cicloheximida: Agar Man Rogosa
Sharpe (MRS- Oxoid- Espana), M17 suplementado con lactosa al 0.5% (Oxoid- Espana)
y el agar extracto de levadura - glucosa - lactosa- peptona carne (YGLPB) preparado
segun las indicaciones de la Coleccion Espanola de Cultivos Tipos (CECT, http://www.
cect.org). Las cajas Petri fueron incubadas a 30 °C + 2°C durante 48 h en microaerofilia.

A partir de colonias de BAL, se seleccionaron y aislaron aquellas con diferentes
morfotipos y los aislados que cumplieron con la caracterizacion basica catalasa (-),
oxidasa (-) y tincion Gram (+), fueron considerados presuntivas BAL y se conservaron a —
80°C en el caldo igual al agar, de donde inicialmente fueron aisladas, con 20% de glicerol.

La identificacion molecular de los aislados de BAL se realizd mediante la
amplificacion y secuenciacion del gen ribosomal 16S empleando los Primer: 785F (3' GGA
TTA GAT CCC TGG TA 5) y 907R (5 CCG TCA ATT CCT TTR AGT TT 3) y la lectura
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de las secuencias se realizdé empleando el software BlastN contra la base de datos de

secuencias no redundantes de NCBI.

2.3 ANALISIS FISICOQUIMICOS

El pH (método AOAC 981.12) y la acidez titulable expresando el resultado en % de
acido lactico (% p/v) (ISO/TS 11869:2012) se midieron para todos los tiempos.

El contenido de acidos organicos, carbohidratos simples y alcohol se evaluaron
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Valencia et al., 2019). Los
solidos solubles (°Brix) se midieron por refractometro, las coordenadas CIEL*a*b* para
el color se evaluaron en el espectrofotometro portatil X-Rite SP-64 con iluminador D65
y observador de 2°, con especular incorporado y ventana de observacion de 4mm. Las
metodologias para el analisis de aminoacidos libres y bromatoldgicos se presentan en la
Tabla 1. El analisis reoldgico se realizdé con un reémetro Malvern (MAN 0329 - 4.0. Bohlin
Gemini & CVO Rheometers) equipado con el software Bohlin P6.51.0.3 (Malvern Ltda.,
UK), con cilindro interior de 50 mm de didametro y angulo de cono de 1° con un gap de
0150 mm. EIl control de temperatura se realizd con un sistema Peltier a 15 £ 1 °C para

todos los ensayos.

2.4 ANALISIS SENSORIALES

Las muestras que cumplieron los criterios microbioldgicos fueron analizadas
mediante analisis descriptivo cuantitativo por 5 jueces entrenados que evaluaron los
atributos objetivos de color, olor, sabor, apariencia, con una escala hedonica donde

excelente (puntaje = 10) y muy pobre (puntaje = 0).

2.5 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

La diferencia estadistica se determind utilizando los limites de la desviacion
estandar (LDS) del 95%. Se realizd un andlisis de varianza (ANOVA), empleando los
programas IBM SPSS version 25 y Statgraphics version 18, para comparar los resultados

de los recuentos entre los tiempos.

3 RESULTADOS Y DISCUSION

Luego de observar y documentar los procesos de elaboracion del masato, se
pudo establecer el diagrama general que reune las etapas del proceso que tienen en
comun los diferentes productores, materias primas empleadas y los rangos de uso, asi

como el tiempo de fermentacion requerido (Fig1).
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Fig. 1. Diagrama de flujo para produccion artesanal de masato de arroz

Arroz Agua Cascara de pifia Canela 10- Clavo de Azlicar Melao de panela
Pesar -~ 500 2600 - 5000 mL 0-50g 20g olord-5g 500-1000g 0-50g
v g |
Coociin arroz
¥
Enfriar
Trambiente
v
Licuar &l arroz
2 veces
L]

Fiirar con colador
v
Verier en recipienie plasioo
v
Adicionar edulcoranie
-

Fermentacin Tiempo de elaboracion: 5 - 8 dias
+ Temperaura ambiente: 17 °C -23°C
Humedad relaiva: 45-80 %

Producio terminado

Los recuentos de microorganismos indicadores de calidad y seguridad alimentaria,
de BAAy de BAL de t, se presentan en la Fig. 2A. Y los recuentos de BAL y levaduras para

t, t, ¥ t, se presentan en la Fig. 2B.

Fig. 2 Promedio e intervalos LDS de los recuentos microbioldgicos A) Microorganismos indicadores de calidad
alimentaria de producto terminado. B) Recuentos de BAL y levaduras durante diferentes tiempos de fermentacion.

Microorganismos indicadores de calidad A Promedios de BAL y levaduras B

-

u BAL
LEV

Log UFC/g
C=NWPEND~N OO
Log UFC/g
D2 NWR OO~ @O

M&L cT E. coli S. aureus B. cereus BAA BAL to t1 tf
Tiempo de fermentacion

Microoorganismos analizados

Tomando como referencia la Norma técnica colombiana NTC 5148:2003 para
alimentos similares se observa que la mayoria de criterios de calidad estuvieron por encima
de los limites permitidos (CT y EC < 1 Log UFC/g y STA < 2 Log UFC/qg), presentando
una alta variabilidad en los resultados, excepto para B. cereus que estuvo por debajo
de los limites permitidos (< 2 Log UFC/qg). Analogos resultados han sido reportados por
algunos autores (Puerari et al., 2015; Valencia et al., 2019). Por otra parte, el promedio
de las BAA y BAL se encontré entre 81y 8.4 Log UFC/g respectivamente, similar a lo

reportado por (Salmerdn et al., 2015). Con relacioén al recuento de mohos y levaduras tuvo
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un promedio de 4.6 Log UFC/g en t, presentando las levaduras un predominio de 97%.
Ademas, Salmonella sp. estuvo presente en un solo lote de produccion.

Esta contaminacioén, esta relaciona con deficiencias en los habitos higiénicos,
asociados principalmente a las condiciones del hogar y del manipulador, asi como a los
procesos no controlados (Puerari et al., 2015). La variabilidad en los recuentos puede ser
debida a las caracteristicas ambientales, el agua empleada, los utensilios, el material de
los mesones de trabajo, la desinfeccion, o la exposicion al aire donde existe el riesgo de
ataque de insectos (Ramos & Schwan, 2017). Factores que ponen en riesgo la inocuidad
del producto y podrian ser vehiculo para la trasmision de toxi-infecciones alimentarias.

Al realizar el seguimiento de BAL y levaduras, las BAL se encontraron por encima
de 6 Log UFC/g en t, presentando diferencias significativas con t, (p=0.044), alcanzando
un valor de 8.37 Log UFC/g. En el caso de las levaduras no presentan diferencias
(p=0.910) y prevalecen durante todo el proceso con un valor inicial promedio de 4.01
Log UFC/g vy final de 4.48 Log UFC/g, presentando mayores desviaciones estandar
al inicio del proceso. Los resultados de levaduras reflejan que éstas al igual que las
BAL, juegan un papel importante en la fermentacion del Masato y pueden encontrarse
como microbiota autéctona, otorgandole al producto caracteristicas fisicoquimicas y
sensoriales especificas, a su vez, se aumentaria la vida util y favoreceria la disponibilidad
y digestibilidad de nutrientes (Blandino et al., 2003; Salmerdn et al., 2015).

Se identificaron un total de 59 aislados (Tabla 2). Encontrandose 6 géneros
diferentes entre los que predominan Leuconostoc con un 74.4% con una presencia
mayoritaria de Leu. citreum 'y Leu lactis.

Las caracteristicas probioticas de Leu. citreum, fueron evaluadas en un alimento
fermentado de México, donde identificaron su capacidad de inhibir el crecimiento de
patogenos asociada a la produccion de bacteriocinas y acidos organicos de cadena corta
(Silva et al., 2017).

Tabla. 2 identificacion molecular de BAL y predominancia microbioldgica de las cepas.

Identificacion Cantidad %
Leuconostoc citreum 19 322
Lactococcus lactis 8 13.56
Leuconostoc lactis 8 13.56
Leuconostoc mesenteroides 6 1017
Leuconostoc pseudomesenteroides 6 1017
Leuconostoc lactis 4 6.78
Weissella cibaria 3 5.08
Enterococcus faecalis 1 1.69
Kluyvera 1 1.69
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Identificacion Cantidad %

Lactobacillus paracasei 1 1.69
Leuconostoc 1 169
Lactococcus 1 1.69
Total 59 100

Otros estudios destacan que las BAL pertenecientes alos géneros Leuconostoc
y Weissella, son productores de exopolisacaridos, aunque la cantidad depende de la
cepa, la especie y biotipo. Finalmente, las cepas, Lactococcus lactis y W. cibaria han
sido empleadas como iniciadores para la fermentacion de bebidas (Pan et al., 2020;
Santos et al., 2012).

En los resultados de pH se observo un descenso con diferencias significativas
entre los tiempos de fermentacion (p= 0.00), alcanzando en t un promedio de pH de
3.89 + 0.32 (Fig. 3A). La acidez por su parte presentd una tendencia a incrementar con
el tiempo con variaciones muy altas entre los lotes evaluados (p = 0.001), esto podria
deberse a la disociacion que pueden presentan los diferentes tipos de acidos organicos a
los diferentes pH que se encuentran en el sistema (Soames et al., 2018).

Fig. 3. Resultados de los analisis fisicoquimicos del masato. A) pH y acidez titulable durante la fermentacion. B)
Acidos organicos, carbohidratos y alcohol en el producto terminado. C) Color
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En el contenido de carbohidratos se observo variacion en estos, la fructosa se
encontré en mayor proporcion, la cual probablemente proveniente de la degradacion de
la sacarosa, y aparentemente es menos la afinidad de los microorganismos presentes
su consumo. Con relacién a los acidos organicos presentdé mayor concentracion el
acido lactico (3.66 g/L) seguido del acético (2.57 g/L) y el alcohol (2.25 g/L) (Fig. 3B).
El predominio de estos compuestos puede se relaciona con la presencia de BAL, BAA
y levaduras (Fig. 2A), debido a que, son el resultado de la fermentacion de los azucares,
ademas actiian como compuestos antimicrobianos, bajando el pH lo hace que los acidos
organicos sean liposolubles, permitiendo atravesar la membrana celular y llegar al
citoplasma de los patdgenos (Ozcelik et al., 2016; Salmerdn et al., 2015).

Con relacion al color (Fig. 3C), la luminosidad presentd un promedio de
3518 + 1.3, con predominio de tonalidades amarillas (b*). Esto se asocia con las las
propiedades fitoquimicas del arroz, el cual contiene flavonoides y en algunos tipos
de antocianinas (Nayeem et al., 2021; Ratseewo et al., 2019). Ademas, en la cascara
de pifia y en los pequefos tozos de pulpa se encuentran pigmentos como: clorofila
(Feofitina), xantofilas (Violaxantina) y carotenos (Luteina) (Chutintrasri & Noomhorm,
2007; Steingass et al., 2020).

Los analisis bromatolégicos, el contenido de minerales, aminoacidos libres,

porcentaje de humedad y sélidos solubles se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Promedio y DS de los analisis fisicoquimicos de masato

Composicion Unidades Valor
Solidos solubles ° Brix 1,11 £1,99
Humedad g/100g 85,02 + 2,47
Aminoacidos libres mM 0,70 +0,45
Cenizas g/100g <0,05-0,06
Proteina g/100g <25
Calcio mg/Kg <50
Fosforo mg/Kg <100
Hierro mg/Kg <5
Zinc mg/Kg <5

Con relacion a estos resultados se puede decir que no existe una variacion alta
en el contenido final de humedad, seguramente por las interacciones que se establecen

con el almiddén presente en el sistema. Por otra parte, se observa que el masato es una
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fuente energética para la nutricion con un bajo contenido de proteinas y minerales.
Verma & Srivastav, (2017), hacen referencia a los componentes nutricionales del arroz,
destacandose como una fuente rica en aminoacidos esenciales como la lisina, minerales,
proteinas y compuestos bioactivos. Aunque algunos estudios evidencian un alto contenido
de proteinas y minerales, los valores nutricionales del arroz varian segun el genotipo, la
fertilidad del suelo, la aplicacion de fertilizantes y otras condiciones ambientales (Verma
& Srivastay, 2020; Yu et al., 2020).

Los resultados del andlisis reoldgico se presentan en la Tabla 4 y los analisis

sensoriales en la Figura 4.

Tabla 4. resultados reologicos del masato

Lotes G’ (Pa) G” (Pa) d (rad) K (Pa*s”n) n
1 1.67 0.84 0.83 16.03 0.79
2 013 0.25 1.08 11.53 0.77
3 0.08 0.29 1.30 8.52 0.75
4 122.75 51.35 0.40 8.21 0.54
5 2.05 3.80 1.08 1.20 0.66
6 115.35 48.95 0.40 8.35 0.51
7 8.82 10.02 0.85 227 0.61
8 2559.50 728.50 0.28 11.56 0.57
9 24425 114.55 044 1712 0.56

Se observo que existe entre los productos una amplia variedad de estructuras
como geles y soluciones macromoleculares concentradas (lotes 4, 6, 8 y 9) y otras
diluidas (Lotes 2, 3, 5y 7); presentando caracteristicas entre pseudoplastico, tixotropico,
no-newtoniano, esto a causa de la variabilidad en la concentracion de solidos, diferencias
en el proceso de fermentacion y cambios resultantes de la congelacion y posterior re-
gelatinizacion del almidén de arroz.

En el perfil sensorial los panelistas resaltaron la apariencia homogénea y
descriptores como olores y sabores acidos y la pungencia como los de mayor intensidad
(5.29 + 0.47; 5.46 + 0.53 y 6.44 + 0.03) respectivamente, otros descriptores fueron olor
especiado, dulce y agrio, sabor frutal y dulce con menor intensidad. Muchos de estos
descriptores se asocian a metabolitos formados durante los procesos fermentativos y

las materias primas empleadas en su elaboracion.
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Fig. 4. Andlisis descriptivo cuantitativo del masato

Analisis descriptivo cuantitativo de masato

ApariencialHomogeneidad

Pungencia Olor especiado

Consistencia Olor dulce

Sensacion astringente Olor frutal

Sabor especiado Olor acido (acido lactico)
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Finalmente, se logro demostrar laimportancia de los diferentes grupos microbianos
y el efecto que su presencia pueda tener en los productos terminados. De hecho, se
observo el efecto que tiene la concomitancia de BAL y levaduras en la cual las primeras
favorecen la acidificacion del masato, lo que ayuda el crecimiento de las levaduras que
a su vez brindan nutrientes para el crecimiento de las BAL (Adesulu-Dahunsi et al.,
2020; Lacerda et al., 2010). Igualmente se ve como los microorganismos afectan las
caracteristicas fisicoquimicas propias del producto. Ademas, la variabilidad microbioldgica
existente en el ambiente especifico de produccién (habitos higiénicos, utensilios, entre
otros) que afectan directamente los componentes del producto fermentado. Estos

resultados permitiran proponer mejoras para la elaboracién del “masato”.

4 CONCLUSIONES

Se demostrd que la mayoria de productos tiene problemas para el cumplimiento
de los criterios de calidad higiénico sanitaria, probablemente debido a las condiciones
locativas con las que cuentan los productores.

Se logré demostrar la presencia de microorganismos de interés industrial que

podrian dar un valor agregado a este tipo de productos.
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Ademas, los resultados reflejaron la falta de estandarizacion de procesos y la

importancia que deberia tener una normativa especifica para este tipo de productos.
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