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TITULO : Microflora de masas de panaderia

PALABRAS CLAVE : Microflora, masas de panaderia, propiedades funciona-
les, calidad del pan.

RESUMEN

Se estudi6 la microflora de las masas durante el proceso de panificacién
y se analiz6 la incidencia de las caracteristicas fisiol6gicas y bioquimicas de los
microorganismos, sobre sus propiedades funcionales y sobre la calidad del pan.

Se prepararon masas con y sin levadura de panificacién ( S.cerevisiae )

y masas con ingredientes estériles a las que se le incorporaron cepas de micro-
organismos puras. Se realizaron recuentos, aislamientos y caracterizaciéon de
los microorganismos a lo largo del proceso. Se examinaron los cambios de pH,
acidez y levado de las masas y se evaluaron la capacidad amilolitica, proteoliti-
ca, lipolitica y fermentativa de los microorganismos.

La calidad del producto final se determiné midiendo el volumen de los
panes, altura de la rebanada, relacion corteza-miga y evaluando atributos senso-
riales como aroma, color, esponjosidad, etc.

Sobre 50 aislamientos de Lactobacillus realizados se identificaron L.plan-
tarum 40 %, L.brevis 35 %, L.casei casei 6%, L.confusus 2 %, correspondiendo el
resto de las especies a no identificadas. No se detecté Streptococcus sp en ningu-
na de las muestras.

De 10 aislados de Micrococcus, 4 correspondieron a M.luteus, 3 a M.lyl-
lae, 2 a M.kristinge y uno no pudo identificarse. Los conteos de Bacillus spy los
de mohos fueron poco significativos. Solamente de las harinas pudieron aislar-
se B. subtilis y B.megaterium.

Los lactobacilos presentaron mayor actividad amilolitica y proteolitica
que los micrococos. Ningtn microorganismo mostré capacidad lipolitica. Las
pruebas de fermentacién de los azticares mostraron resultados variables. Se re-
gistraron variaciones particulares de pH y acidez para masas con levadura y L.
plantarum, con levadura y L.brevis, con levadura sin agregado de microorga-
nismos y sin levadura. También se examinaron los cambios de recuentos en
masas inoculadas con estos microorganismos en presencia y ausencia de leva-
dura.

Ademads se observaron diferencias en la calidad de los panes, en cuanto a
volumen, textura y atributos sensoriales.

Las masas preparadas con L.brevis mostraron valores mayores de acidez
y descenso de pH y las adicionadas de L.plantarum dieron origen a panes de me-
jor textura, altura y volumen.

La combinacién de L.plantarum y S.cerevisize mostré los mejores resul-
tados.



TITLE : Microflora of the sour-doughs bread (bakery doughs)

KEY WORDS : Microflora- sour doughs bread (bakery dough) -functional pro-
perties- bread quality.

SUMMARY :

The microflora of the doughs during bakery process was studied. The in-
cidence of biochemical and physiological characteristics of the microorganisms
on doughs functional properties and bread quality was analyzed.

Doughs with and without baker’s yeast (S.cerevisize) and doughs made
with sterile ingredients and added with pure microorganisms cultures were pre-
pared.

Counting, isolation and charaterization of the microorganisms along the
process were carried out. The pH changes, acidity and rising of the doughs as
well as amylolitic, proteolitic, lipolitic and fermentative capacities of the micro-
organisms were examined.

Final product quality was determined using parameters as loaf volume,
slice heigh, crust- crumb relationship and evaluating sensorial attributes such
as aroma, color, sponginess, etc.

Over a total of 50 Lactobacillus isolations done, were identified: L.planta-
rum 40%, L.brevis 35%, L casei casei 6%, L.confusus 2%, being the rest non-iden-
tified species. No Streptococcus sp was identified in any sample.

From 10 Micrococcus isolations carried out, 4 corresponded to M.luteus,
3 to M.lylae and 2 to M kristinae remaining 1 non-identifiable. Bacillus sp and
molds counts resulted no significant. B.subtilis and B.megaterium could be on-
ly isolated from flours.

Lactobacillus presented higher amylolitic and proteolitic activities than
Micrococcus .No microorganisms exhibited lipolitic activity. Carbohydrates fer-
mentation tests showed variable results. Particular variations of pH and acidity
were registered for the doughs containig : yeast and L.plantarum, yeast and
L.brevis, only yeast and no yeast. Changes of microorganisms counts in doughs
inoculated with L.Plantarum and L.brevis with and without baker’s yeast were
examined too.

Bread quality differences concerning to loaf volume, texture and senso-
rial attributes were also observed.

Doughs prepared with L.brevis showed higher acidity values and pH de-
crease and those added with L.plantarum produced breads of improved texture,
heigh and volume.

Better results were obtained using L.plantarum and S.cerevisiae mixture.
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1.- El proceso de panificaciéon

Los estudios relacionados con el proceso de panificacién comenzaron
en 1938. Finney y Barmore en 1939, 1943, 1944 y 1945 publicaron sus primeros
trabajos en los cuales describieron un método experimental que permiti6 es-
tudiar el volumen de pan, la textura de la miga y otras propiedades caracteris-
ticas de la masa. También evaluaron algunos pardmetros como temperatura,
absorcién de agua de la harina, potencial de lalevaduray efecto de determi-
nados ingredientes esenciales. A partir de entonces fueron numerosas las in-
vestigaciones que se desarrollaron en este campo. De ellas surgié que la hari-
na de endospermo de trigo es la mds apta para el proceso de panificacién y ob-
tencién de producios horneados.

También resultan aptas para la panificacién las harinas integrales, ob-
tenidas del grano entero de trigo, las de centeno, las de cebada y las de gluten,
ya sea solas o combinadas.

Las harinas de endospermo de trigo ocupan una posicién destacada res-
pecto a las otras harinas panificables, debido a que por si solas son capaces de
formar con agua, sal y levadura, la masa panaria.

La mayor parte de los constituyentes de la harina contribuyen al proceso
de panificacién. No obstante, debido a sus propiedades viscoeldsticas caracteris-
ticas, las proteinas son las responsables principales de la capacidad de las hari
nas de originar una buena masa (Pomeranz 1978 y 1985 a, Fennema 1985 ay
b, He y Hoseney 1991).

Durante el proceso de panificacién, los componentes basicos de las ma-
sas, harina, sal, aziicar y agua, se amasan durante 10-20 minutos. El amasado
permite la absorcién de agua, de parte de las proteinas y de los granulos de al-
midén triturados y origina extensibilidad y elasticidad en el gluten, debido a la
oxidacién de grupos SH-y reagrupamientos de uniones -S-S. La actividad de

las o y f amilasas de las harinas produce, desde el inicio del amasado, una can-
tidad importante de azticares fermentables bajo la forma de maltosa o isomal-
tosa. La incorporacién posterior de la suspensién en agua de la levadura de pa-
naderia ( Saccharomyces cerevisiae) y el mantenimiento de la masa a una tem-
peratura de 25-30 ° C, permite que ésta, mds los microorganismos presentes,
provenientes de la harina, produzcan la fermentacién de los azicares existen-
tes (maltosa, sacarosa, glucosa, etc ) (Saunders y col. 1972, Langemeier y Rogers
1995). Durante este proceso que dura 2 6 3 horas, se origina CO; y etanol prin-
cipalmente y la masa crece por formacién de bolsas o vacuolas de gas, que que-
dan retenidas entre las finas membranas de gluten, dando origen a lo que se
conoce como levado de la masa (Pomeranz y col. 1984, Gan y col. 1989)

La coccién posterior fija la estructura esponjosa por coagulacién de algu-
nas proteinas, sobretodo albiminas y globulinas (Fennema 1985 a y b) o por
formacién de uniones puente hidrégeno entre glicolipidos, almidén y protei-
nas (Pomeranz y col. 1984, Pomeranz 1985 a). El incremento de volumen y la
capacidad de retener el gas de una masa, se relaciona directamente con el vo-
lumen del pan (Finney 1984, Shogren y Finney 1984, Pomeranz 1985 a, Saiz
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y col. 1996). Los azicares fermentables preexistentes se agotan rapidamente
pero las amilasas de la harina, las incorporadas como aditivos o las provenien-
tes de los microorganismos, producen maltosa y glucosa, desde que encuentrar
la humedad suficiente (Pomeranz 1978). También se generan en la fermenta-
cién un nimero importante de componentes volatiles (alcoholes, aldehidos,
etc.) que contribuyen a producir el aroma tipico del pan recién cocido (T horn-
hill y Cogan, 1984, Hansen y Hansen 1994)

Segitin la calidad de la harina, las masas tendrdn una determinada capa-
cidad de levado, seran mds o menos esponjosas y tras la coccién dardn lugar a
un pan mds o menos voluminoso (Bourgeois y Larpent 1995).

2.- Componentes de la harina y su papel en la panificacién

2. 1.~ Proteinas

Las proteinas constituyen el 9-13 % p/p de la harina de trigo seca. E1 85 %
p/p de las mismas posee la caracteristica singular de combinarse con el agua,
dando lugar a una masa capaz de retener el gas, denominada gluten. La forma-
cién de esa pasta permite el aislamiento del gluten por lavado mecdnico bajo
corriente de agua, que arrastra el almidén y los constituyentes solubles. El glu-
ten aislado posee propiedades plasticas caracteristicas - alta cohesividad, exten-
sibilidad y elasticidad - que son propias de la masa panaria (Fennema 1985 ay
b, Buck y col. 1987, Saiz y col. 1996).

Bechtel y col. (1978) demostraron que las proteinas proveen la matriz ba-
sica que forma la estructura de la masa requiriendo, para ello, un mezclado
adecuado y un nivel de fermentacién minimo que asegure la formacién de
vacuolas de gas (Pomeranz 1985 a)

Las proteinas del gluten pueden presentarse como monémeros asocia-
dos por uniones puente hidrégeno e interacciones hidrofébicas, formando
una estructura de pliegue mantenida por uniones disulfuro intramoleculares
o como polimeros de alto peso molecular unidos por uniones disulfuro intra
e intermoleculares. Estos dos grupos clasificados inicialmente como prolami-
nas y glutelinas respectivamente, fueron definidas por Osborne (1907), sobre
la base de su solubilidad e insolubilidad en alcohol-agua (etanol al 70-90 %
v/v (Fennema 1985 a y b). Osborne también reconocié que las proteinas de los
granos de cereales eran un grupo de proteinas estructuralmente distinto y le
di6 el nombre de prolaminas debido a su contenido alto en prolina y gluta-
mina. Actualmente las prolaminas se consideran las mayores proteinas de
reserva de los granos de cereales y un importante aporte para el dieta del hom-
bre y del ganado. En adicién las prolaminas son los mayores componentes del
gluten 'y sus propiedades influyen en procesos tecnol6gicos como los de pana-
deria ( Shewry y Tatham 1990)

Las propiedades fisicas mds importante del gluten dependen de distintas
fracciones de sus proteinas : la viscosidad se asocia a las fracciones monoméri-
cas y laelasticidad se asocia a las fracciones poliméricas (Shewry y Tatham
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1990).

En relacién a las masas, las primeras confieren menos cohesion y elasti-
cidad y dan origen a una masa fluida,viscosa y extensible (Fennema 1985 ay b,
Pomeranz 1985 a). Ademds estas proteinas controlan e] volumen de pan y va-
rian en las harinas con diferente potencial para la panificacién (Pomeranz 1978
y 1985 a, He y Hoseney 1991).

Las especies poliméricas son capaces de formar por hidratacién, una ma-
sa compacta, eldstica y de baja extensibilidad. Este es el factor que determina el
tiempo de mezclado y el desarrollo de la masa (Pomeranz 1985 a).

Su conformacién también esta relacionada con su funcionalidad (Pe-
zolet'y col 1992) y con propiedades como solubilidad, capacidad de absorcién
de agua, etc. (Regenstein y Regenstein 1984).

La fraccién insoluble en alcohol-agua que inicialmente se denominé glu-
telinas, se caracteriza por presentar algunas de sus especies muy relacionadas
estructuralmente con las prolaminas, aunque no son solubles en alcohol acuo-
so debido a que forman polimeros de alto peso molecular estabilizados por en-
laces S-S entre cadenas. Sin embargo, cuando se obtienen las subunidades redu
cidas de estos polimeros, estas se solubilizan, pueden extraerse en alcohol acuo-
so y son ricas en prolina y glutamina, por lo que se consideran también prola-
minas. Estas proteinas forman corpusculos en el endopermo almidonoso de
los granos de la mayoria de los cereales y se clasifican también en fracciones o
grupos. Aunque todas son solubles ( como subunidades individuales ) en eta-
nol acuoso, las distintas fracciones varian en otras propiedades como peso mo-
lecular, punto isoeléctrico y composicién de aminodcidos. Por ejemplo, la pro-
porcién combinada de sus dos aminodcidos mds caracteristicos, prolina y gluta
mina varia en un rango de 30-70 % /mol (Shewry y Tatham 1990).

La fraccion de prolaminas del trigo estd intimamente relacionada con la
de la cebada y el centeno y consiste en una mezcla compleja de componentes,
que puede separarse por electroforesis, obteniéndose de acuerdo con su movi-

lidad electroféretica decreciente a pH 3, las fracciones denominadas a-, f-, y-

y o- gliadinas, cuyas masas moleculares varian entre 30.000 y 100.000 Daltons
(Shewry y Tatham 1990, Autran 1994)

Tambien se clasifican, a pesar de su alto nivel de polimorfismo, sobre la
base de su composicién en aminodcidos y sus secuencias, en tres grupos princi-

pales : las ricas en sulfuro ( S-rich) : (a-, -y y- gliadinas ), las pobres en sulfu-

ros ( S-poor ): ( w-gliadinas ) y las prolaminas de alto peso molecular ( HMW),
que corresponden a subunidades de gluteninas.Tambien existe una fraccién de
gluteninas de bajo peso molecular (HLW) (Kreis y col. 1985, Shewry y Tatham
1990, Autran 1994).

El grupo de prolaminas del trigo estudiadas con més detalle, lo constitu-
yen las subunidades de alto peso molecular ( HMW ) correspondientes a las
gluteninas. De acuerdo con estudios genéticos basados en la secuencia de los
nucledtidos del cDNA, se determiné la presencia de un ordenamiento central
repetitivo, formado por tri, hepta y nonapéptidos ricos en glicina, prolina y glu-
tamina, flaqueado por restos C-terminal y NHj-terminal no repetitivos. Esta
unidad presenta una estructura supersecundaria espiralada, basada en giros re-
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gularmente repetidos (Tatham y col. 1985, Shewry y Tatham 1990). Trabajos
posteriores mostraron ademds que existe una alta homologia entre esta frac-
cién y otras prolaminas. Por ejemplo, la D-hordeina de la cebada presenta
también una estructura supersecundaria espiralada semejante (Halford y col.
1992). A partir de estos estudios se ha considerado que la calidad panadera, no
sélo depende de los entrecruzamientos del médulo eldstico del gluten, sino
también de las diferencias de tipo genético, que se relacionan con la estructura
en espiral de la parte central repetitiva, que es intrinsicamente eldstica (Shew-
ry y Tatham1990).

De acuerdo con lo descripto por Wieser (1996) y considerando que no
existia una buena correlacién entre los grupos de proteinas clasificados sobre
la base de su estructura primaria y las separadas por electroforesis en geles de
poliacrilamidas ( SDS-PAGE) se ha propuesto una nueva clasificacién de las
gliadinas. Métodos mas modernos como la electroforesis bidimensional o la
cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa, permitieron la sepa-
racion de mds de cien componentes (Bietz y Simpson 1992) Ellos pueden ser
clasificados de acuerdo con sus masas moleculares, su composicién de amino-

acidos o su secuencia, en cuatro tipos diferentes: w5; w1,2; a- y y- gliadi-

nas. Las a-y B- gliadinas caen ahora dentro de un sélo grupo, denominado o-
gliadinas. En estos dltimos estudios se vi6é que la determinacién de la secuen-
cia N-terminal de estas fracciones resulta muy ttil para su identificacién
(Wieser 1996).

Las proteinas que no forman parte del gluten, albtiiminas y globulinas,
no intervienen en la formacién de la masa y no resultan esenciales para pro-
ducir el volumen normal de pan (Pomeranz 1985 a). Son solubles, coagulables
y capaces de mantener fijo o estable el aspecto esponjoso a la masa (Fennema
1985ay b)

2.2.- Componentes lipidicos

La harina de trigo contiene lipidos polares y no polares en cantidades
relativas equivalentes. Los triglicéridos son los componentes mayoritarios de
los lipidos no polares, los digalactosildiglicéridos de los glicolipidos y las liso-
fosfatidilcolinas y fosfatidilcolinas de los fosfolipidos (Pomeranz 1978, Primo
Yifera 1979, Pomeranz 1985 a, Fennema 1985 a y b).

Los lipidos en general son componentes menores que tienen una gran
importancia en el proceso de panificacién, sobretodo por la significancia de
las interacciones proteina- lipido que se establecen (Pomeranz 1985 a).

Determinadas fracciones lipidicas mejoran la retencién de gas de la ma-
sa y aumentan el volumen de pan. La formacién y evolucién de los alvéolos
y espesor de los tabiques alveolares, dependen en gran parte de la etapa de fer-
mentacién y los lipidos parecen jugar un papel importante, contribuyendo a
estabilizar la pelicula superficial que los limita. Los lipidos apolares reducen el



volumen de pan y empeoran la textura de la miga; los dcidos grasos libres y en
especial, el dcido linoleico, contribuyen en mayor proporcién a este fenémeno.

En contraste, los lipidos polares, especialmente los glicolipidos y los fos-
folipidos mejoran la estructura de la masa y su estabilidad y aumentan el vo-
lumen de pan (Tortosa y col. 1985y 1986).

El efecto perjudicial de los lipidos no polares puede ser contrarrestado
por el efecto beneficioso de los lipidos polares y las consecuencias finales so-
bre el volumen de pan, dependerdn de los niveles de concentracién de ambos
tipos de compuestos, como de su relacién o equilibrio (Pomeranz 1985 a).

2.3.- Carbohidratos

Los carbohidratos representan el 65-90 % p/p del peso seco de los cerea-
les. E1 componente principal es el almidon pero contienen también hemicelu-
losas, celulosa y aztcares libres.

El almidén se concentra en el endospermo, los aztcares libres en el
germen y las celulosa y hemicelulosas en el salvado.

Las harinas de endospermo contienen por lo tanto, muy pequéfias can-
tidades de estas dltimas, de las cuales 0,5-0,8 % p/p son solubles. Una fraccién
de las mismas es una hemicelulosa pura, el resto son fracciones unidas a pro-
teinas formando glicoproteinas.

Las hemicelulosas insolubles en agua tienen una estructura semejante
a las hemicelulosas solubles pero presentan mayor grado de polimerizacién
(Primo Yufera 1979). La presencia en las harinas de hemicelulosas solubles en
agua produce un aumento de la capacidad de absorcién de agua y una dismi-
nucion del tiempo de amasado, mejorando el volumen de pan y su textura.
Se tiene evidencia que las fracciones glicoproteicas son las responsables de
estos efectos. En contraste las hemicelulosas insolubles en agua perjudican la
calidad del pan (D'Apolonia y Kim 1976, Primo Yifera 1979, Pomeranz 1985
a, Rouav 1993).

La celulosa es un constituyente de la pared celular, representa el com-
ponente principal de las fibras y se encuentra en el grano de trigo en una pro-
porcién del 2 % p/p.

Los azticares libres constituyen en los granos de cereales 1-3 % p/p de su
peso total. El azticar mas abundante es la sacarosa, seguido de un trisacérido,
la rafinosa, formada por fructosa, galactosa y glucosa. Tambien contienen glu-
cosa, fructosa y en algunos casos maltosa (Primo Yifera 1979)

Los azticares cumplen un papel importante en el proceso de panifica-
cién : contribuyen al sabor del pan, constituyen un sustrato importante para
la fermentacién, son en parte responsables del color de la corteza e influyen
sobre la textura y aspecto del producto final horneado (Saunders y col 1972,
Pomeranz 1985 a, Barber y col. 1985 a)

El papel funcional del almidén en el proceso de panificacién es objeto
de controversia. Algunos autores opinan que solo tiene una funcién pasiva,
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como simple diluyente de las proteinas. Otros opinan que desempefia un pa-
pel fundamental, en aspectos como el volumen final del pan o la estructu-
ra y caracteristicas de la miga (Primo Yifera 1979).

En general se pueden sefialar las siguientes funciones del almidén en
el proceso de panificacion: 1) diluye el gluten para dar una consistencia ade-
cuada a la masa 2 ) es una fuente de aziicares que se van a utilizar en la fer-
mentacién, a través de la accién de las amilasas 3) proporciona una superfi-
cie adecuada de unién con el gluten 4) por gelatinizacién parcial se transfor-
ma en una masa flexible, dificil de desintegrar y 5) al gelatinizarse, absorbe
agua, contribuyendo a formar una estructura permeable a los gases y evitan-
do que en el enfriamiento de la pieza a la salida del horno, el volumen de la
misma se reduzca drdsticamente (Primo Yufera 1979. Martin y Hoseney 1991,
Martin y col. 1991, Inagakiy Seib 1992, Waniska y Gémez 1992, Defloor y
c0l.1993).

La modificacién del almidén durante el proceso de panificacién resul-
ta especialmente importante por el rol que juega el almidén en los panes ter-
minados (Kulp y Ponte 1981, Pomeranz y col. 1984, Kulp y col. 1985)

Los granulos del almidén muestran amplias variaciones en el grado de
gelatinizacién, con un proceso que comienza siempre en el interior de los gra-
nulos. En el horneado del pan la mayor parte del mismo estd gelatinizado
dentro de las cadenas de fibras, mds que en contacto con las finas cadenas de
proteinas (Pomeranz y col. 1984).

El seguimiento de la gelatinizacién y de la actividad amilolitica duran-
te las etapas de mezclado, amasado, fermentaciény horneado resulta suma-
mente importante (Sievert y Pomeranz 1990).

En las etapas de amasado y fermentacion se observa que los granulos
grandes y las zonas cristalinas de los granulos pequefios son los que especial-
mente contribuyen a la estructura de la masa (Pomeranz y col. 1984).

Después del horneado, las interacciones ocurren especialmente entre
las proteinas y los granulos hinchados, principalmente con los granulos gran-
des. Esto indica que la mayor parte del almidén estd modificado. Sélo se pre-
sentan escasas modificaciones en los granulos pequefios y en algunas zonas
protegidas de la miga o dentro de las vacuolas (Pomeranz y col.1984).

En consecuencia, a pesar de ser el almidén un componente mayorita-
rio, s6lo refuerza o contribuye en parte, a la estructura de la masa.

El rol que ejerce el almid6n logicamente se verd afectado por el pH del
sistema, por la composiciéon y formulacién de la masa, por la actividad enzi-
matica presente y por el grado de degradacién mecdnico o enzimatico.

3.- Actividad enzimaética

La hidrélisis del almidén a dextrinas y aztcares fermentables ocurre
en las masas por la actividad de las amilasas ( Reed y Thorn 1978, Primo Y-
fera 1979, Kuracina y col. 1987)

Durante la fermentacién solamente un pequefio porcentaje de granu-
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los de almidén que ha sido dafiado en el proceso de la molienda, es apto pa-
ra el ataque de las amilasas.

En el horno, sélo en un corto tiempo es posible la hidrélisis y ello ocu-
rre entre el inicio de la gelatinizacién y la inactivacién de las enzimas.

Como es sabido, estas enzimas pueden ser de dos tipos : o y f amila-

sas. Las B-amilasas hidrolizan exclusivamente los enlaces o 1-4 glucosidicos
de las moléculas de amilosa y amilopectina, con produccién rdpida de molé-
culas de maltosa. La accién de las beta-amilasas se inicia en los extremos no

reductores de las cadenas, deteniéndose cuando se alcanza un enlace o-1-6
glicosidico, que implica una ramificacién (Primo Yufera 1979)

Las B-amilasas pueden hidrolizar completamente la amilosa, el compo-
nente lineal del almidén, por no poseer ramificaciones (Primo Ytfera 1979,
Mc Cleary y Cood 1989)

Estas enzimas se encuentran localizadas, fundamentalmente en el en-
dospermo del grano de trigo. Su actividad aumenta durante la maduracién
del grano y se mantiene en niveles relativamente altos en el trigo maduro
(Pomeranz 1978, Primo Yifera 1979)

Las alfa-amilasas hidrolizan, de forma desordenada, las cadenas largas,

atacando los enlaces internos a- 1-4 glucosidicos, originando fragmentos cor-
tos denominados dextrinas. Posteriormente, las dextrinas son hidrolizadas a
moléculas de maltosay maltotriosa (Primo Yifera 1979, Harinder y Bains
1987)

A diferencia de las f—amilasas, las a-amilasas hidrolizan enlaces 1-4 a
ambos lados de los enlaces a 1-6, dando lugar a oligosacaridos con enlaces 1-6.

Sin embargo no hidrolizan los propios enlaces a 1-6, para lo cual es necesario
la accién de otras enzimas, como las glucoamilasas (amiloglucosidasas) (Pri-
mo Yufera 1979). La actividad alfa amildsica es muy intensa durante la ma-
duracién del grano, encontrdndose localizada, en este periodo, en las capas ex-
ternas del grano. Mas tarde la actividad disminuye muy rapidamente y en el
grano maduro se detectan niveles muy bajos (Meredith y Yenkins 1973)

La harina de trigo contiene normalmente, abundante beta-amilasa y
poca alfa-amilasa. Esta aumenta considerablemente al germinar el trigo y por
ello la harina obtenida de trigos con cantidades importantes de trigo germina-
do, tiene alta actividad alfa-amildsica. Esto da lugar, a que durante la coccién
se transforme en dextrina una cantidad elevada de almidén, debilitando la mi-
ga y haciéndola pastosa.

Por el contrario, la harina con muy poca actividad o-amildsica da una
corteza palida y poco quebradiza. En este caso, ademds, en las ultimas fases de
la fermentacion, pueden faltar azicares y por lo tanto CO), debido a que no
se producen cadenas cortas que la beta- amilasa pueda escindir a maltosa. Asi

pués, una cierta actividad a-diastdsica es esencial, pero una actividad excesiva
es perjudicial porque produce pegajosidad en la miga.



La cantidad de a-amilasa en una harina que tenga poca actividad dex-
trinogénica puede aumentarse por adicién de malta 6 amilasas industriales.
Las amilasas pueden afectar las propiedades de la masa de tres maneras dife-
rentes : por la formacién de azticares que pueden ser fermentados por la le-
vadura y microorganismos, por remocién de la fraccién de almidén daniado
y por la formacién de dextrinas.

La formacién de aztcares fermentables aumenta la capacidad de for-
mar vacuolas de gas en la masa. Para lograr este efecto, la presencia de aztca-
res fermentables agregados a la masa, es mds importante que la adiciéon de las
amilasas. Por ello, siun 3 a 6 % p/p de sacarosa es incluido en la férmula, el
aumento de la capacidad de formacién de gas es mayor que el esperado. Bajo
estas condiciones el efecto benéfico de la adicién de amilasas, se relaciona so-
bretodo con la remocién del almidén dafiado o la formacién de dextrinas.

La desaparicién del almidén y particularmente de los grdanulos de almi-
dén dafiado, relacionadas con la mayor capacidad de absorcién de agua, produ-
ce un decrecimiento de la consistencia de la masa, que puede ser medida en el
farinégrafo. Por lo tanto, debe existir una cantidad limitada de este almiddn, a
fin de asegurar una consistencia adecuada.

El decrecimiento de la consistencia por una excesiva hidrélisis se debe
especialmente a la presencia de alfa-amilasas, durante la fermentacion. La adi-
cién de cantidades importantes de alfa-amilasas, a una masa obtenida con ha-
rina normal, no afecta tan adversamente las propiedades reolégicas, sino es-
tan acompaiiadas por proteasas activas. Bajo esta condicién, cantidades impor-
tantes de alfa-amilasas incrementan el volumen de pan, pero la calidad de la
miga es afectada adversamente. La capacidad de retencién de gas en la masa es
aumentada sobretodo durante el "proofing”. Esto mds probablemente es debi-
do a la formacién de dextrinas que a la desaparicién de la fraccién de almidén
dafado. La ruptura del almidén, después de que ha gelatinizado en el horno,
depende de la cantidad y de la estabilidad térmica de las amilasas presentes. Al-
rededor de los 65 ° C el almidon nativo gelatiniza y comienza a estar apto para
la accién de las amilasas. A la misma temperatura las beta-amilasas son inacti-
vadas, pero las alfa-amilasas del trigo permanecen activas 1 6 2 minutos mads,
bajo temperaturas cercanas a los 75 °C. Como vimos, una excesiva cantidad de

a-amilasas o la presencia de amilasas termoestables tales como algunas amila-
sas bacterianas puede causar excesiva liquefaccién y dextrinizacién y producir
consecuentemente una miga humeday pegajosa. (Pomeranz 1978 y 1985Db,
Valjakka y col. 1994)

Por otro lado, la adicién de proteasas o la incorporacién de microorga-
nismos proteoliticos decrece la consistencia de la masa en adicién al efecto que
producen las amilasas, pero el efecto de las proteasas no estd limitado por la
conveniencia de que siempre debe quedar una porcién de sustrato sin hidro-
lizar, como ocurre con el almidén, aunque de igual manera, se observa que
una protedlisis demasiado extensa resulta peligrosa.

En cuanto a las lipasas, podemos decir que en condiciones normales su
efecto en las masas, resulta despreciable (Pomeranz 1978).
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La realizaciéon de estudios de la enzima que actiia sobre el almidén en
la masa del pan blanco y su comparacién con enzimas comerciales de origen
fungico y bacteriano (Valjakka y c0l.1994) demuestra que las enzimas bacteria-
nas reducen la velocidad de endurecimiento del pan mientras que las enzi-
mas de origen fungico y las amilasas propias de la harina disminuyen la dure-
za inicialmente, pero no afectan la velocidad, es decir, el incremento de la du-
reza en funcién del tiempo. En general las amilasas son utilizadas en panade-
ria para aumentar el nivel de fermentacién de los aziicares y modificar propie-
dades fisicas de las masas, ambas importantes para mejorar la calidad del pan.

Las a—-amilasas bacterianas son muy efectivas para retardar la velocidad de du-
reza del pan, pero desafortunadamente pueden producir un pan de miga go-
mosay pegajosa.

Las alfa-amilasas fingicas y las de cereales también pueden disminuir la
dureza del pan pero no son tan efectivas como las alfa-amilasas de diferente es
pecies bacterianas (Miller y col. 1953). Sin embargo, en un trabajo reciente Mar-
tin y Hoseney (1991) mostraron que las alfa-amilasas fliingicas pueden ser tan
efectivas como las alfa-amilasas bacterianas.

Varios estudios muestran que el almidén juega un rol importante en el
envejecimiento del pan. Kulp y Ponte (1981) y otros investigadores sugieren
que el endurecimiento del pan puede ser causado por una agregacién reversi-
ble de la amilopectina debida al calentamiento. La amilosa es princiciplamen-
te retrogradada en el pan caliente, por lo tanto no podria contribuir al endure-
cimiento durante su estacionamiento.

Martin y Hoseney (1991) y Martiny col. (1991) sugieren que la dureza
del pan estd relacionada con las interacciones entre el almidén y las proteinas.

Durante el proceso de panificacion los granulos de almidén se hinchan
y la amilosa es parcialmente liberada del interior del granulo. Sin embargo,
Inagaki y Seib (1992) muestran que el pan se vuelve duro sin amilosa dentro
del granulo y ellos proponen que durante el proceso de panificacién o duran-
te el envejecimiento del mismo, casi siempre ocurren interacciones entre los
granulos hinchados de almidén y la matriz de gluten. Durante el envejeci-
miento del pan, la amilopectina recristaliza, dando como resultado un au-
mento en la rigidez del grdnulo de almidén y una disminucién de la flexibili-
dad de la matriz de gluten. Todos estos cambios parecen contribuir a la dureza
de la miga (Valjakka y col. 1994).

Las preparaciones de alfa-amilasa de cereal acttian muy debilmente so-
bre el almidén no gelatinizado. A la temperatura de formacién de la pasta de
almidén solamente las alfa-amilasas bacterianas estan totalmete activas, en un
valor apreciable a través del tiempo. Las preparaciones de glucoamilasas y ami-
lasas, obtenidas de una especie de Aspergillus, también son capaces de hidro-
lizar el almidén nativo a alta velocidad. Esta mezcla de enzimas (70 % de glu-
coamilasa y 30 % de alfa-amilasa) produce la hidrélisis total en un periodo de
incubacién de 24 horas. Ambas enzimas son necesarias en este caso, pero sola
mente la glucoamilasa es relativamente termoestable, reteniendo un 90 % de
su actividad después de mantenerla 1 hora a 60 °C (Abey col. 1988 ay b, Berg-
man y col. 1988).
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4.- Absorcion de agua

Respecto de la capacidad de absorcién de agua, se observa que durante
el batido o la obtencién de una suspensién de la harina en agua, un aumento
de su contenido produce una disminucién de la tensién y una falta de cohe-
sién en la masa. En la misma, el agua es absorbida por varios de los compo-
nentes de la harina a pesar de que estos difieren ampliamente en sus cantida-
des. Los cuatro constituyentes principales que contribuyen en la absorcién de
agua son el almidon nativo, el almidén disponible, las proteinas y los pento-
sanos, de los cuales el mayor efecto se observa para los pentosanos y el me-
nor para el almidén nativo (Primo Yafera 1979)

El agua absorbida puede encontrarse ligada o puede aparecer con las
caracteristicas del agua libre. El limite entre una y otra no es muy claroy la
distincién depende de la técnica experimental usada. Con resonancia magné-
tica nuclear o por andlisis térmico diferencial se concluye que la cantidad de
agua ligada es igual a 0,3 del peso de harina seca. Un valor mucho mas alto
(0,7) se obtiene por extrapolacién en medidas farinogréficas (Primo Yifera
1979)

La capacidad de absorcién de agua de una harina, también puede se ob-
tenida por medidas alveogrificas (SAG, método experimental de panificacién
1952, Pomeranz 1978)

5.- Microflora de las masas
5.1.- El sistema fermentativo

La fermentacién tradicional del pan se lleva a cabo por los microorga-
nismos presentes en la harina y por la levadura de panaderia, Saccharomyces
cerevisiae, que se siembra masivamente (Bourgeois y Larpent 1995). La activi-
dad de las enzimas, la formacién de CO; y su retencion dentro de la matriz
proteica, son las cambios mds importantes que se registran durante este pro-
ceso. El volumen de levado y el pH final de la masa, regulardn la textura de la
miga y el volumen del pan. Aunque la calidad de las materias primas y el cur-
so del amasado (mayor o menor posibilidad de oxidaciones de los compues-
tos ) influyen sobre el desarrollo del aromay sabor tipicos, este dependerd
fundamentalmente del proceso fermentativo y de la microflora involucrada
(Bourgeois y Larpent 1995).

El sistema fermentativo puede estar compuesto por distintos tipos de
mezclas : - microorganismos naturales que bajo condiciones apropiadas, de-
sarrollan espontaneamente, - fermentos o mezclas caseras preparados a par-
tir de masas madres o - fermentos industriales que contienen cultivos de le-
vaduras relativamente puros, prensados o en suspensién (Pederson 1971).
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5.2.- Datos cualitativos de los microorganismos
5.2.1- Las levaduras

Las levaduras son los microorganismos que mayormente originan el
hinchamiento de la pasta. Producen la casi totalidad del CO, necesario para
este hinchamiento, gracias a la gran rapidez en fermentar la glucosa (Bour-
geois y Larpent 1995).

En la flora natural presente en los cereales, existen varios géneros de
levaduras :

- el género Saccharomyces, con las especies mads corrientes S. cerevisige y
S. exiguus. En la literatura a menudo se encuentran los nombres de S. ellip-
soides, S. turbidans, S. uvarum y S. minor, pero desde el punto de vista taxo-
nomico son variedades de la especie S. cerevisize y difieren solamente en al-
gunas caracteristicas enzimdticas menores. La especie S. exiguus estd bastante
lejos de la especie S. cerevisize y fué aislada en masas de San Francisco (Kli-
ne y Sugihara 1971)

- el género Candida , concretamente C. krusei , se ha citado frecuentemente
en masas de panes de centeno (Spicher y col. 1982) y C. tropicalis , aislada por
Hardy (1982) a partir de cuatro masas de panes franceses.

- la especie Torulopsis holmit ( Spicher y col. 1982) estd muy préxima al géne-
ro Candida. Algunos taxonomistas incluyen el género Torulopsis dentro del
género Candida (Bourgeois y Larpent 1995).

- el género Pichia frecuente en enologia ha sido también citado por los mis-
mos autores .

Hay poca informacién sobre el reparto de los géneros citados anterior-
mente. Por lo general, S. cerevisiae es la especie mayoritaria, hallada como
levadura natural . Hardy (1982) encontré que el 80% de las levaduras presen-
tes en las masas de pan francés pertenecia a esta especie.

Por otro lado, S. cerevisiae es la levadura que mds frecuentemente se
agrega para el levado de las masas de harina de trigo (Pederson 1971, Sugiha-
ra 1977) . En las masas de centeno se suplementa también con Candida utilis
con el objeto de aumentar el sabor tipico (Pederson 1971).

5.2.2.- Las bacterias

El nimero de géneros de bacterias aisladas en las masas es muy grande.
Hay poca informacién precisa disponible de cada uno de los géneros . Sin em-
bargo se conoce que la mayor parte de las bacterias aisladas son ldcticas (Bour-
geois y Larpent 1995). En efecto, si bien es posible aislar especies como Escheri-
chia coli, Aerobacter aerogenes, Serratia marcescens, Flavobacterium sp, Pseu-
domonas sp o Bacillus sp., estdn presentes en una proporcién muy pequefia
(Bourgeois y Larpent 1995)

Estas especies se pueden clasificar dentro de la flora no deseable produ-
ciendo en algunos casos olores desagradables, sin ninguna relacién con los de
las masas.
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El desarrollo de una de estas cepas puede explicar a veces que una ma-
sa sea calificada como no apta para producir el pan (Bourgeois y Larpent 1995)

Las bacterias ldcticas pueden pertenecer a numerosos géneros como
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Lactobacillus, este ultimo es el mads
importante, ya que representa el 80% de las cepas de bacterias aisladas de la
masa (Kline y Sugihara 1971, Spicher y col. 1981 y 1982, Bourgeois y Larpent
1995).

Entre las bacterias lacticas se encuentran especies homofermentativas
que producen solamente dcido l4ctico a partir de la glucosa de la harina o de
la masa y especies heterofermentativas que producen ademads dcido ldctico,
dcido acético y etanol. La principal especie homofermentativa es el L. planta-
rum y las mds importantes especies heterofermentativas son L .brevis y L.
fermenti (Bourgeois y Larpent 1995). La distincién entre bacterias homo y he-
terofermentativas estd relacionada con las enzimas propias de estos microor-
ganismos asociadas a la degradacién fermentativa de la glucosa y sobre esta
base se ha propuesto otra clasificacién, en la que se distinguen tres grupos fi-
siolégicos : - heterofermentativos obligados, - homofermentativos obligados
y - homofementativos facultativos (Stamer 1979, Kandler y Weiss 1986). En
general, la flora de las masas estd compuesta por los tres tipos de cepas. Esto
produce un descenso importante del pH y la formacién de dcido acético, ace-
taldehido, CO3 y otros compuestos, ademds del acido ldctico, que van incidir
sobre las caracteristicas organolépticas del pan.

La temperatura 6ptima para el crecimiento de estas bacterias es de 30-

35 ° C (Bourgeois y Larpent 1995).

5. 3.- Efectos e interacciones de la microflora

La levadura, Saccharomyces cerevisiae, fermenta al mismo tiempo sa-
carosa, glucosa, fructosa y maltosa. En general, la fermentacién con 2 % p/p
de levadura produce una disminucién del pH de aproximadamente 0,5 uni-
dades o menos, en 3 horas. Sin embargo, un incremento de la acidez puede
no tener un efecto marcado, dado que en general son varias y diversas las
acciones que afectan las propiedades de la masa : la desaparicién de aztcares
fermentables, la reduccién de la presion de oxigeno, la formacién de produc-
tos de fermentacién, el aumento de volumen o levado de la masa por expan-
sién de las burbujas de gas durante la fermentacion, etc. Estos efectos estan su-
perpuestos sobre los cambios que se producen en una masa sin levadura (Po-
meranz 1978).

En particular el uso de harina de trigo con la adicién de extracto de sal-
vado y sucesivos agregados de niicleos de fermentacién, que es un método de
panificacién tradicional espafiol, produce una alta calidad en productos como
panes, facturas, etc (Barber y col 1983, Barber y Baguena 1988).

La microflora de las masas con estas caracteristicas ha sido identificada
y evaluada por su actividad fermentativa frente a azticares en solucién (Bar-
ber y col. 1985 a, Barber y Bdguena 1988). No solamente se aislé Saccharomy-
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ces cerevisige sino otras levaduras como asi también bacterias ldcticas de los
géneros Lactobacillus y Streptococcus. Las especies puras de estas levaduras
y bacterias lacticas han sido usadas como starters en diversos paises, con el
fin de producir panes de alta calidad. El disefio de starters para la produccién
industrial en cada tipo de proceso, requiere un conocimiento previo de las ca-
racteristicas bioquimicas y del potencial para la panificacién de los microor-
ganismos que van a ser utilizados, como asi tambien del efecto de su presen-
cia combinada en un mismo sistema.

La interaccién entre los microorganismos en las masas de harina de
trigo es poco conocida. Dependiendo del tipo, género, especie, cepay propor-
cién de la microflora presente, es posible encontrar indiferencia, antagonis-
mo, competicién o simbiosis entre los microorganismos que utilizan deter-
minados sustratos fermentables. En las masas de pan tipo francés de San Fran-
cisco (Kline y Sugihara 1971, Sugihara y col. 1971, Sugihara 1977) se observa
que la levadura predominante, S. exiguus , no fermenta la maltosa, que sola-
mente es fermentada por L. sanfracisco. En dichas masas particularmente se
describe la interaccién entre Candida milleri y Lactobacillus sanfrancisco.

Sin embargo, el mismo autor menciona que en la masa de pan tipo panetto—
ne italiano la fermentacién se debe a la interaccién entre Saccharomyces exi-
guus y Lactobacillus brevis (Sugihara 1977)

Tampoco la levadura C. boidinii, que es un microorganismo importan-
te en las masas con salvado de trigo, fermenta la maltosa. Esto resulta inte-
resante para entender la interaccién con otros microorganismos presentes
y su efecto en determinadas masas (Barber y Baguena 1988). Ademads Barber
y col. (1989) evaluaron los cambios en los azticares simples, mono y disacé-
ridos y en los dcidos orgdnicos en masas inoculadas con mezclas de S.cere-
visize y C.boidinii y bacterias ldcticas como L.plantarum y Streptococcus sp.

La microflora de harinas de trigo se relaciona con la carga microbiana
inicial del trigo, con el proceso de molienda, con el manipuleo y por ultimo
con el almacenamiento de la harina.

En este caso a la microflora propia del cereal, se le agrega la flora conta-
minante proveniente de los equipos de limpieza, molienda o acondiciona-
miento, por lo tanto, si las condiciones de trabajo no son las adecuadas la po-
blacién original puede ser remplazada por otra proveniente de contaminacio-
nes secundarias (Pederson 1971, Mitschele y col. 1978).

En masas preparadas con harina de centeno, la interaccién entre bacte-
rias ldcticas y levaduras es muy notable (Spicher y col.1981 y 1982). Los efectos
de los microorganismos tipicos de este tipo de masas también resultan impor-
tantes (Spicher y Nierle 1984 a,1984 b, 1988 ; Lonnery col. 1986 ; Javanainen y
Linko 1993). La presencia de levaduras, S. cerevisie,Pichia satoi,Candida kru-
seei 'y Torulopsis holmii modifica la actividad fermentativa de las bacterias aci-
doldcticas. Con estas bacterias y a dosis escogidas, puede variar la produccién
de dcidos acético y ldctico, como asi tambien la proporcién de isémeros L (+)
y D (). Ambos pardmetros, contenido de azucares y tipo y proporcién de dci-
dos producidos influyen decididamente sobre las caracteristicas organolépti-
cas del pan (Barber y col. 1989)
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Por otro lado, bacterias acidoldcticas y levaduras asociadas con la fermen-
tacién de la masa dcida de un pan tradicional de Marruecos exhiben una con-
siderable interaccién. Los microrganismos aislados estan representados por
dos especies de levaduras Saccharomyces cerevisiae y Cdndida milleri y por
bacterias ldcticas como L. plantarum, L. brevis, L. buchneiri, L. casei alactous,

L. casei casei , L. casei rhamnosus y algunos cocos como Leuconostoc mesen-
teroides y Pediococcus sp, muestran que la coexistencia es posible y la inter-
accién entre ambos influye sobre el aroma y la textura de la masa 4cida de este
tipo de pan, preparado generalmente con fermentos o starters caseros, propios
de cada familia, y que en muchos casos se elaboran con harinas de cebada o
maiz. Este tipo de pany otros productos panificados de caracteristicas seme-
jantes, son ampliamente consumidos en Africa del Norte y en paises del Me-
dio Oriente (Boraam y col. 1993, Faid y col. 1993, Faid y col. 1994).

La diferencia entre un pan de masa 4ciday un pan industrial, es muy
notable. Ello es debido a la interaccion natural entre levaduras y bacterias ldc-
ticas en el primer caso y a la fermentacién debido sélo a levadura en el segun-
do. En la masa 4cida, el gas desarrollado produce una miga de textura mds es-
ponjosa y abierta y los dcidos acéticoy ldctico resultantes de la fermentacion,
aseguran un pH dcido y un ligero sabor dcido en el pan, pero ademds, puede te-
ner un efecto sobre la extensibilidad de la masa (Boraam y col. 1993).

También el sorgo es empleado para la elaboracién de pan en grandes
regiones de Africa y Asia. Respecto a este cereal varios estudios realizados en
humanos, en animales e in vitro han demostrado que la digestibilidad de sus
proteinas es baja (Mohammed y col. 1991). Sin embargo la fermentacién pre-
via a la coccién o durante el proceso de formacién de la masa, mejora la diges-
tibilidad in vitro e in vivo. Por ello, la produccién comercial de Kisra, que es
un pan sin levado fabricado en Sudan y regiones vecinas, requiere fermen-
tacion previa. Esta se lleva a cabo utilizando microorganismos aislados de la
harina de sorgo o starters de cultivos que contienen Lactobacillus sp, Pedio-
coccus sp, Enterococcus sp, etc. y levaduras de los géneros Cdndida, Debaryo-
myces, etc  (Mohammed y col. 1991).

Otro tipo de pan que se obtiene por fermentacién con microorganismos
naturales, es un pan de Africa occidental, especialmente de Nigeria y zonas ad-
yacentes, denominado pan de cassava, muy caracteristico dado que se produce
a partir un tipo de almidén granular, que se extrae de la raiz de la plantay se
deja fermentar (Ocafor 1977, Defloor y col. 1993).

Los microorganismos aislados de las masas de produccién de estos panes,
son principalmente bacterias ldcticas tales como Leuconostoc y Lactobacillus sp
y levaduras del género Cdndida (Ocafor 1977)

También a partir del maiz se pueden obtener dos tipos de alimentos fer-
mentados que se consumen en varios paises de Africa. El ogi que se obtiene
por fermentacién de una suspensién de maiz en agua, presenta las caracteristi-
cas de un gel y es consumido como producto semisélido o como bebida y el ma-
we que es una masa fermentada, a partir de la cual se obtienen discos cocidos o
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tortas blandas envueltas en hojas o panes cocidos con vapor. La microflora
tipica de estos productos estéd constituida principalmente por Lactobacillus
sp y levaduras. El mawe tradicional no presenta una composicién uniforme
debido a las variaciones de los distintos cultivos de maiz, de las condiciones
del proceso de elaboracién y/o de los factores ambientales considerados du-
rante fermentacién, los cuales afectan la naturaleza y actividad de los micro-
organismos dominantes y las transformaciones bioquimicas que se desarro-
llan (Hounhouigan y col 1993)

Existen numerosos trabajos de investigacién que relacionan el conteni-
do y tipo de microorganismos de las masas panarias con las propiedades fun-
cionales de las mismas (Barber y col. 1983, Barber y col. 1985 b, Barber y col.
1987a, Barber y Bdguena 1988, Barber y col. 1989, Barber y col. 1991). En estas
investigaciones se estudian la microflora de las masas madre, utilizadas co-
mo fermento o como parte de él, en procesos de panificacion tipicos de Espa-
fia. Ademds se analizan los cambios quimicos durante la fermentacién pana-
ria a nivel de los lipidos (Tortosa y col. 1985 y 1986), de la fraccién nitrogena-
da soluble en agua (Benedito de Barber y col. 1985), de fracciones proteicas co-
mo las gliadinas (Benedito de Barber 1986), de azticares individuales, mono
y disacdridos y de dcidos orgdnicos (Barber y col. 1985 a y 1989), partiendo de
masas madres o de masas elaboradas con cepas puras de microorganismos.

Otro hecho importante que debemos considerar es que las masas agrias
o dcidas empleadas como masas madre, proveen una poblacién de levadu-
ras y bacterias especificas y en cantidades que estardn dadas por el porcenta-
je de inéculo adicionado a la masa panaria. Estos dos factores son los que
afectardn la plasticidad de la masa y la calidad final del pan. Por lo tanto, ba-
jo estas condiciones es recomendable que para una harina de trigo con 1 %
p/p de cenizas, con alta capacidad de absorciéon de agua y un mantenimien-
to de la masa a temperatura moderada, el inéculo de masa madre agregado
do seade 7,5- 10 % p/p. Asi la acidez disminuye a valores de pHde 3,5-4 y
el aroma y sabor del pan son aceptables (Collar Esteve y col. 1994 ay b).



OBJETIVO
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo fue aislar y caracterizar la microflora de ma-
sas de panaderia preparadas con harina de trigo, en procesos estandarizados
de panificacién, sin el agregado de masa madre, con adicién de levaduray
sin levadura y estudiar la incidencia de las caracteristicas fisiolégicas y bio-
quimicas de los microorganismos sobre las propiedades funcionales de la
masa, relacionadas con la calidad panadera.

OBJETIVOS PARCIALES

- Poner a punto una técnica estandarizada de panificacion para los masas
preparadas con levadura y sin levadura.

- Aislar e identificar los microorganismos presentes en las harinas y en
las masas.

- Evaluar la actividad fermentativa de los microorganismos frente a los
azucares presentes y su capacidad de hidrélisis frente a distintas proteinas,
almidon de trigo y lipidos

- Preparar masas de panaderia con agregado de cepas puras, empleando los
microorganismos aislados en mayor nimero, en forma independiente y
mezclados con levadura.

- Analizar los efectos de los microorganismos en distintas etapas del proce-

so, determinando su concentracidn, los cambios de pH y acidez y su capaci-
dad de levado.

- Evaluar la calidad de los panes, midiendo volumen, relacién corteza-mi-
ga, densidad y atributos sensoriales.



MATERIALES Y METODOS
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1.- Harina de trigo

Para desarrollar este trabajo se emple6 harina de trigo, de calidad 000,
sin aditivos, provista por Molinos Concepcién (Mar del Plata). Se utilizaron
cuatro partidas diferentes, correspondientes a las cosechas 1991, 1992, 1993 y
1994.

Estas muestras se analizaron determinando contenido de proteinas,
humedad y cenizas. Para el andlisis de proteinas se emplearon los siguien-
tes materiales : CuSOy y K25O4, marca Cicarelli, SO4H; y HCl, marca Merck,
BO3Hj; azul de metileno y rojo de metilo, de Aldrich, calidad ACS,un balén
Kjeldahl de 100 ml para la digestién y un equipo macroKjedahl para la desti-
Jacion.

Para determinar humedad se empled una estufa marca Dalvo, mode-
lo C.H.R.-200 y para cenizas una mufla, marca Jonomex, tipo MLA-1100, tem-

peratura hasta 1200 ° C.
Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico.

2.- Levadura

Para los ensayos que se realizaron con levadura, se emple6 Saccharo-
myces cerevisige. Se adquirié levadura comercial prensada marca Calza, en
paquetes de 250 g y se selecciond luego de someterla a un ensayo estandari-
zado de calidad, basado en la capacidad de levado. Este ensayo se realiz6 in-
cubando a 28 °C en una estufa, marca Dalvo, modelo MCT-4.

3.- Ensayos de panificacion

Las masas se prepararon procediendo de acuerdo con las etapas esta-
blecidas en un ensayo estandarizado de panificacién utilizado en nuestro
pais, normatizado por la Secretaria de Agriculturay Ganaderia de la Na-
cion.

Previo a cada ensayo de panificacion se realizaron los ensayos alves-
graficos, utilizando un alveégrafo de Chopin, provisto de una amasadora
para 250 g de harina, perteneciente a Molinos Concepcién. Mar del Plata.

Para la preparacion de las masas se emple6 una amasadora marca Ho-
bart de tres velocidades, modelo N-50, origen E.E.U.U.

Los panes se hornearon en una estufa Dalvo, modelo CHR/I-250, a
235 °C, colocando en su interior un recipiente con agua a fin de generar el
vapor necesario. Se utilizaron moldes de acero inoxidable de las siguientes
medidas : en la parte superior, largo 10,5 cm, ancho 7,0 cm ; en la parte in-
ferior, largo 9,5 cm, ancho 5,5 cm ; altura total 5.5 cm.
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4.- Medidas de pH

El pH se midi6 con un pHmetro marca Parsec, modelo Vega V.

5.- Ensayos microbioldgicos

Los ensayos microbiolégicos se practicaron sobre muestras de harinas
y luego sobre muestras de masas, en determinadas etapas de cada proceso.

Se emplearon medios de cultivo Merck 6 Difco, para el aislamiento de
los microorganismos, reactivos especificos para microbiologfa para realizar
las pruebas bioquimicas y reactivos y drogas de alta pureza para las reaccio-
nes enzimadticas.

Los cultivos se incubaron en una estufa de cultivo, marca Dalvo, mo-
delo MCT-4 y para la investigacién de coliformes fecales se utilizé un bafio

termostdtico, marca Julabo, modelo U 3, regulable a 44,5 ° C.

6.- Determinacién de la calidad de los panes

Para los andlisis de calidad de los panes se utilizé un equipo para me-
dir el volumen de pan, denominado volumeter o volumenémetro de fabri-
cacion francesa, marca Chopin/Trippette -Renaud. Se determind la relacién
corteza-miga por pesada, pesando en una balanza granataria electrénica, mar-
ca Mettler, monoplato, sensibildad 0,01 g, modelo Toledo.

7.- Determinacién de la composicién quimica de las harinas

Las muestras de harina se analizaron quimicamente, determinando
el contenido de proteinas por el método de Kjeldahl (Osborne y Voogt 1982)
y la humedad y el contenido de cenizas de acuerdo a los métodos recomen-
dados por la AOAC (1990)

7.1.- Proteinas : Para realizar este andlisis se utilizaron 250 mg de harina, que
se digirieron con 0,25 g CuSO4 5H;0 ;7,5 g de KpSO4 y 12,5 ml de H,SO4 con-
centrado, en un balén Kjeldahl de 100 ml. El tiempo de digestién fue de apro-
ximadamente una hora y después de obtener el color celeste, se prolongé por
30 minutos mds. Para llevar a cabo la destilacién, se trasvasé el contenido a
un balén de 500 ml, con 150 ml de agua destilada. Se agregaron 30 ml de solu-
cion de NaOH preparada segun Osborne (Osborne y Voogt 1982), (a 250 ml de
agua destilada se le adicionaron 125 g de NaOH ), cerrando el sistema de des-
tilaciéon hermeticamente.
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El destilado se recogié en 25 ml de solucién de H3BO3 al 4 % p/v, uti-
lizando como indicador una mezcla de azul de metileno y rojo de metilo, de-
nominada indicador de Taschiro, preparado segtin lo descripto por Osborne
y Voogt (1982). La titulacién se efectué con HCI 0,02 N, previamente valora-
do con bérax, en presencia del mismo indicador.

7.2.- Humedad : En una placa de Petri provista de tapa, previamente calenta-
da a 130 £3°C, enfriaday pesada, se esparcieron homogeneamente 2 g de
muestra. Se realiz6 el secado a 130 £ 3 ° C, 1 hora. Las placas se taparony se
colocaron en desecador hasta su enfriamiento a temperatura ambiente. Se pe-
s6 rapidamente y la pérdida de peso se consigné como humedad (AOAC 1990)

7.3.- Cenizas : Se pesaron en vidrio de reloj 3-5 g de muestra bien homogenei-
zada y se trasvasaron a un crisol de porcelana, previamente calcinado, enfria-
do y pesado. Se incineraron en la mufla a 550 ° C, hasta obtener cenizas grisa-
ceas 0 hasta peso constante. Se enfriaron en desecador hasta temperatura am-
biente y se pesaron rapidamente (AOAC 1990).

El CaO reincinerado resulté un buen agente secante para el desecador.

8. - Ensayos alveograficos

Se realizaron con alveégrafo de Chopin para 250 g + 0,5 g de harina,
agregando un volumen de solucién de NaCl al 2,5 % p/v determinado por
el contenido de humedad de las harinas.

La pasta formada se someti6 a presién creciente insufldndole aire. Se
obtuvieron diagramas con las datos de tenacidad (P), extensibilidad (L) y tra-
bajo de deformacién (W) (SAG, método experimental de panficacién 1952,
Pomeranz 1978).

A partir de estos resultados se efectuaron los siguientes cdlculos reque-
ridos para los ensayos de panificacién:

8.1.- Calculo de la capacidad de absorcién de agua: Se calculé P de acuerdo a
la altura del alveograma y luego, considerando P y el contenido de gluten hu-
medo, se determiné la absorcién de agua en ml, para 100 g de harina, segtn
la Tabla I de la técnica de panificacion (SAG, método experimental de panifi-
cacion 1952).

8.2.- Determinacidn del tiempo de amasado : De acuerdo con los datos de tra-
bajos de deformacién calculados ( W en joules ) y en base a la Tabla II del en-
sayo de panificacion (SAG, método experimental de panificacién 1952) se ob-
tuvieron los tiempos de amasado, que se dividieron en dos periodos (iguales
para ndmeros pares y un primer periodo una unidad mayor que el segundo
para nameros impares )
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8.3.- Fijacién de los tiempos de prefermentacién y fermentacién : La du-
racién del periodo de prefermentacioén se obtuvo de acuerdo con la _Tai?la 1l
(SAG, método experimental de panificacion 1952) 'y aplicando la siguiente
f6rmula ¢ 80 minutos, mds la cifra dada por el porciento de gluten himedo
("g") y menos del valor "M" que se indica en la tabla Il de acuerdo al indi-

ce "W", es decir :
Tiempo de prefermentacion = 80 +g-M

Para valores superiores a 80 minutos, el periodo se dividié en tres
tiempos cada uno de los cuales resulté el 60% , el 25 % y el 15 % del tiem-
po total. Para valores inferiores a 80 minutos, el periodo se dividi6 en dos
tiempos que correspondieron al 66% y al 34 % del tiempo total.

Por otro lado el tiempo total de fermentacion se calculé de acuerdo
al indice "W" y a la Tabla IV de la siguiente forma :

Tiempo de punteo o fermentacion final = Para intervalos determinados de
W se indican intervalos de tiempo de punteo.

Por ejemplo para un W de 430 - 455, se indica un tiempo de fermentacién
de 87-90 minutos
9.- Prueba de la calidad o fuerza de la levadura

La masa se preparé de acuerdo a la férmula de "Berlin” (SAG, método
experimental de panificacién 1952 ) de la siguiente forma :

Harina ................. 280 g
Levadura............. 5g
T 1 I 5g
Azucar ................ 7
Agua ... 160 ml

Se sometié a dos periodos de amasado de 2 minutos, con un intervalo
de 2 minutos de descanso, en la amasadora Hobarty se determiné la capaci-
dad de levado ( CRC: Dough Rising Capacity ) de acuerdo conlo descripto
por Faid y col. (1994), de la siguiente manera :

200g de masa se introdujeron en un vaso de precipitado graduado y se
presionaron hasta ocupar un volumen de 160 ml ( Vj). Luego se colocé el re-
cipiente en estufa a 28 °C, el tiempo necesario, coincidente con el tiempo cal-
culado para la fermentacion final, para la harina que se ensayaba (determina-
do segtn la Tabla IV del método experimental de panificacién (SAG 1952).

El incremento de volumen se midié por lectura directa del valor en

el vaso graduado sustrayendo el volumen inicial.
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Se traté de utilizar partidas de levaduras que produjeran el mismo
incremento de volumen v de no conseguirse, se ajusté la concentracion de

la misma, en la masa.

10.- Ensayos de panificacion

De acuerdo con el método experimental de panificacién (SAG 1952)
los ingredientes utilizados para cada proceso fueron los siguientes :

Harina...ooeeeeeeeeceeeeeeceeens 300,0¢g
Levadura prensada .... 9,0g
Azucar (Sacarosa) ........ 7,5g
Sal fina ...ceeeeeeeeveccrnnonnen 3,0g
AQUA e tres veces el porcentaje determinado

por el valor del indice "P" .

10.1.- Preparacién de la solucién sal-aziicar : Para cada ensayo se emplearon
3gdesaly75g de azicar disueltos en 69,3 ml de agua, por lo que se obtu-
vo un volumen de 75 ml de solucioén.

10.2.- Preparacion de la suspension de levadura : Se suspendieron 9 g de le-
vadura prensada fresca, previamente estandarizada, en 67,5 ml de agua en-
tibiada a 30° C, con lo que se obtuvo un volumen total de 75 ml. Se prepa-
r6 una suspension lo mas homogénea posible.

10.3.- Amasado : Se colocaron los 300 g de harina en el bol de la amasadora,
se le agregaron los 75 ml de la suspensién de levadura y la cantidad de agua
correspondiente de acuerdo con los cdlculos de absorcién, efectuados a par-
tir de "P, calentada a 30 °C. Al volumen de agua a agregar, se le rest6 un vo-
lumen de 136,8 ml, que es la suma del que se empleé para preparar la sus-
pension de levadura y la solucion de sal-aztcar.

Una vez mezclados estos ingredientes, se agregaron los 75 ml de la
solucién de sal-azticar.

El tiempo de amasado, calculado segiin lo indicado arriba, se dividié
en dos periodos, (con valores promedios de 3-4 minutos cada uno), estable-
ciéndose entre ellos un intervalo de descanso de 2 minutos.

10.4.- Pre-fermentacion : Al término del amasado, la totalidad de la pasta se
colocé en un recipiente de pldstico inerte, ligeramente engrasado con aceite
hidrogenado sdélido. Se estacioné para su fermentacién en estufa a 30 °C,
con humedad regulada con un recipiente con agua, colocado en el interior
de la estufa.

Al cumplirse el 66 % del tiempo total y teniendo en cuenta que debfan
cumplirse dos periodos de prefermentacién, se efectuaron los "punchs”, de-
salojos de CO2 de la masa, que fueron hechos a mano en forma suave, apre-
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tando y doblando la masa hacia el centro del bollo (SAG, método experi-
mental de panificacién 1952). Posteriormente y de acuerdo con los tiempos
de prefermentacién diagramados, la masa se coloc6 nuevamente en la cabi-
na de fermentacién un 34 % mds del tiempo total.

10.5.- Torno o divisién de la pasta : Terminada la operacion anterior la pasta
se dividi6 en tres partes iguales, ajustdndolas de acuerdo con su peso. Luego
se procedi6é a moldear cada uno de los trozos de masa, de la siguiente mane-
ra: Sobre una tabla de madera de 25 x 35 cm, provista de dos listones longi-
tudinales de 8 mm de altura, se alisé o estiré la masa con un rodillo de ma-
dera, de forma tal de obtener un disco de 8 mm de espesor. Luego se dobla-
ron los bordes opuestos del disco hasta el centro y se alisé la pasta hasta obte-
ner nuevamente el espesor indicado. Posteriormente se dié vueita la masa y
se repitio la operacién anterior. Finalmente se arroll6 el rectangulo de masa
hasta darle la forma de cilindro con un largo inferior a la longitud del molde.

Los tres cilindros de masa se colocaron en los moldes ligeramente engra-
sados, con los cierres hacia abajo.

10.6.- Punteo de la pasta o fermentacidén final : Los moldes se llevaron a una
estufa de fermentacién a 30 ° C y se dejaron fermentar durante el periodo de
tiempo calculado de acuerdo a "W".

10.7.- Coccidon : Al aproximarse el final del tiempo fijado para la fermenta-
cién, de los tres moldes uno se colocé en el horno, dos a cinco minutos an-
tes, el segundo en el tiempo justo y el tercero dos a cinco minutos después
de dicho tiempo.

La coccién se efectué en una estufa regulada a 235 ° C, en presencia de
vapor, durante 30 minutos.

10.8. -Medicién del volumen del pan : Se realizé después de una hora de fi-
nalizada la coccién. El volumen se midié por desplazamiento de semillas
de colza, realizando las mediciones por triplicado.

11.- Ensayos microbiolégicos

En todos los procesos de panificacién realizados, se consider6 como
primer punto de estudio, la microflora de las harinas, dado que el aporte
de los demds ingredientes 0 materias primas no fue significativo.

En la preparacién de las masas, se tomaron en cuenta las tres etapas
fundamentales del proceso : tiempo inicial (inmediatamente después del
amasado), tiempo de prefermentacién (calculado para cada proceso, segin
los datos alveogrificos) y tiempo de fermentacién final (tomado en el mo-
mento de finalizar la fermentacién en el molde).
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11.1.- Toma de muestras

En cada uno de estos tiempos se extrajeron muestras para los ensa-
yos microbiolégicos, para la determinacién de pH y para la titulacién de la
acidez.

Para ello las masas se prepararon considerando 60 g en exceso, a fin
de contar con 10 g de muestra para el muestreo microbiol6gicoy 10 g para
Ja determinacién de pH y acidez, en cada punto de las etapas mencionadas.

11.2.- Preparacién de las diluciones

Las diluciones se efectuaron a partir de la dilucién 1 en 10 prepara-
da con 10 g de muestra, pesada asépticamente, mas 90 ml de solucién con
buffer de fosfatos pH 7,2 (Butterfield 1932), hasta la dilucién 10 3, lo que
permitié contar con valores de recuento aceptables (30 a 300 UFC por pla-
ca) (ICMSF 1983, Mossel y Moreno Garcia 1985).

11.3.- Recuentos y aislamientos

A partir de las diluciones efectuadas se realizaron las siguientes
siembras, empleando para cada dilucién y para cada recuento, tres placas
(ICMSF 1983, Mossel y Moreno Garcia 1985).

11.3.1.- Recuento de bacterias aerobias mesofilas

Se empled plate count agar , PCA, incubando a 35-37 °C, 48 horas
(ICMSF 1983, Mossel y Moreno Garcia 1985).

11.3.2.- Recuento y aislamiento de Lactobacillus sp

Se realizaron los recuentos en agar MRS, de acuerdo con De Man,
Rogosa y Sharpe (1960), incubando en microaerofilia, empleando anaero-
cult C (Merck), enjarra de anaerobiosis, a 30 ° C, durante 5 dias (Gibbs y
Skinner 1966, Kandler y Weiss 1986)

Los aislamientos se efectuaron por pasajes sucesivos en este medio
y en masas preparadas con S. cerevisize donde el aislamiento se vié difi-
cultado por la presencia de gran cantidad de colonias pertenecientes a esa
levadura, se empleé agar SL, medio acetato de Rogosa, Mitchell y Wise-
man, regulado a pH 5,4, con el agregado de cicloheximida en concentra-
cién de 100 mg /L. (Kandler y Weiss 1986)

Las colonias fueron chequeadas por Gram y reaccién de la catalasa.
Los bacilos de extremos redondeados, Gram positivos y catalasa negativos,
se transfirieron a MRS, se incubaron en las condiciones descriptas, hasta
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la obtencién de crecimiento visible, se guardaron en heladera y se mantu-
vieron entre 4-7 ° C, repicdndolas cada mes (Kandler y Weiss 1986), hasta

la realizacion de las pruebas bioquimicas.
5.3.3.- Recuento y aislamiento de Micrococcus sp

Se emple6 agar manitol-sal comtn-rojo de fenol para los recuentos
y primeros aislamientos. Se incub6 3 dias a 37 ° C. Se seleccionaron las colo-
nias manitol positivas y se repicaron en agar furazolidina (agar Fto) selecti-
vo para Micrococcus sp , dado que las bacterias de este género son resistentes
a este antibiético y los Staphylococcus sp son fuertemente reprimidos (Schlei-
fer 1986).También se realizé el test de oxidacién y/o fermentacién de la glu-
cosa, siguiendo la técnica descripta por Baird Parker (1966), método propues-
to por el Subcomité Internacional de Staphylococcus y Micrococcus (1965)
con el que se obtuvieron idénticos resultados que con el método de Hugh y
Leifson, pero con una produccién de dcido en anaerobiosis mucho mds rapi-
da (Gibbs y Skinner 1966). En este medio se observa que los micrococos me-
tabolizan la glucosa oxidativamente, es decir, que el O, es el Gltimo aceptor
de electrones, razén por la cual crecen aerobicamente, en cambio los estafilo-
cocos pueden crecer aerobicamente y anaerobicamente (Baird Parker, 1966).

Para realizar la prueba se utiliz6 un medio semisélido con glucosa y
purpura de bromocresol como indicador (Gibbs y Skinner 1966). A partir de
las colonias sospechosas se sembraron por puncién dos tubos. Uno de ellos
se cubri6 con vas-par (vaselina-parafina) estérily ambos se incubaron a 30
° C una semana.

El viraje al amarillo del indicador debido a la acidificacién del medio,
sélo en el tubo aerobio, fue evaluado como perteneciente a cepas de metabo-
lismo oxidativo, en cambio el viraje del indicador en ambos tubos, se consi-
deré como propio de cepas con metabolismo fermentativo.

Una vez efectuadas estas pruebas, las cepas se cultivaron en agar P 6
agar nutritivo a 30-37 °C hasta obtener un abundante crecimiento y se man-
tuvieron en refrigeracion (5 °C) en tubos sellados, hasta la realizacion de las
pruebas bioquimicas, que se efectuaron siempre antes de los tres meses (Ber-
gey’s manual 1986)

/ Inicialmgnte, como se sospechaba de la presencia numerosa de especies
del género Bacillus, a estos medios de mantenimiento se les adicion6 NaCl
al 7 %, a fin de inhibir su crecimiento ( Schleifer 1986).

11.3.4.- Recuento de coliformes totales

Se efectud partiendo de la dilucién 101, utilizando como medio de
cultivo agar cristal violeta rojo neutro bilis (APHA 1976, ICMSF 1983) . Se
sembr6 por vertido en placa con 10 ml de medio de cultivo, se dejé solidifi-
car y se colocd una capa superficial de 5 ml del mismo agar dejando solidifi-
car nuevamente, a fin de producir una ligera anaerobiosis. Se incubé a 35-
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37 °C, 24 horas. Las colonias de didmetro mayor de 0,5 mm, de color rojo in-
tenso, algunas con un precipitado blanquecino alrededor, se contaron como
positivas. Se realizaron los repiques para las pruebas bioquimicas, de acuer-
do con Mc Fadin (1980).

11.3.5.- Investigacion de coliformes fecales

A partir de las colonias positivas en el agar cristal violeta rojo neu-
tro bilis, se sembraron tubos conteniendo caldo verde brillante 0 Mc Con-
key, se incubaron a 44 + 0,5 °C, 24-48 horas. La produccién de gas en el pri-
mer medio o la observacién de dcido y gas en el caldo Mac Conkey, se consi-
deraron positivos. De los tubos positivos se hicieron repiques en agar EMB
(eosina-azul de metileno), incubando a 35 °C, 24-48 horas. En este medio se
consideraron como positivas las colonias grises verdosas con brillo metdli-
co. A partir de las mismas se realizaron los repiques para las pruebas del
IMVyC (indol - rojo de metilo - Voges Proskauer y citrato) (APHA 1976, Mc
Fadin 1980, APHA-AWWA-WPCF 1992)

11.3.6.- Recuento y aislamiento de estreptococos

Se emple6 el medio recomendado por la ICMSF (1983), agar azida de
sodio con agregado de cloruro de 2-3-5 trifeniltetrazolio o medio KF para es-
treptococos. Las colonias rojas por reducciéon del TFT, con halo amarillo por
acidificacién del medio, debian considerarse como pertenecientes al género
Streptococcus (ICMSF 1983, Mossel y Moreno Garcia 1985).

11.3.7.- Recuento y aislamiento de Bacillus sp

Para la investigacién de esporulados aerobios, por un lado, suspensio-
nes de las muestras ( correspondientes a diluciones de 101 y 102) se sembra-
ron directamente en caldo nutritivo y en PCA y por otro lado, suspensiones
preparadas de la misma manera, se sometieron a una pasteurizacién, calen-
tando a 80 °C, 10 minutos. Estas también se sembraron en caldo nutritivo y
en PCA y todas se incubaron en estufa a 32 °C, 48 horas. Los cultivos positi-
vos provenientes de las muestras sometidas a la pasteurizacion previa, se re-
picaron en agar-manitol-yema de huevo-polimixina (MYP), utilizando azul
de bromotimol o rojo de fenol como indicador de la utilizacién del manitol.
Se consideraron positivas las placas que presentaban colonias rodeadas o no
por un halo transparente y que fermentaron el manitol.

Posteriormente las cepas aisladas se identificaron de acuerdo a caracte-
risticas morfolégicas, fisiolégicas y bioquimicas (Fields 1978, ICMSF 1983, Gil-
bert 1983, Sneath 1986).



26

11.3.8.- Recuento de levaduras y mohos

Se sembraron las diluciones de 10, 102 y 10 3, para las harinas y 10-!
para las masas. Los cultivos se efectuaron en agar-extracto de levadura-gluco-
sa-cloranfenicol (YGC). Las placas se incubaron 5 dias a 24 +2 °C, examinando-
las a partir de los dos dias de incubacion, observando la formacién de micelio
aéreo. Pasados los 5 dias se contaron las colonias de mohos y levaduras pre-
ferentemente en las placas que presentaban 75+ 25 colonias (Mossel y More-
no Garcia 1985). Para calcular el nimero de unidades propagadoras de mohos
y levaduras por gramo de harina o masa se multiplic6 el nimero promedio
de colonias por diez veces el factor de dilucién, correspondiente a las placas
elegidas para el recuento (Kreger-van Rij 1984, Mossel y Moreno Garcia 1985,

Alexopoulus y Mims 1985).

11.4.- Caracterizacién

Para la realizacién de las pruebas de identificacién o caracterizacién
de las cepas, de los cultivos positivos se tomaron al azar un nimero de co-
lonias igual alaraiz cuadrada del nimero total de colonias de cada tipo
(Mossel y Moreno Garcia 1985). Estas se inocularon en los medios para man-
temiento o se repicaron en los medios especificos empleados para las prue-
bas bioquimicas.

Los ensayos para la determinacion de los géneros y especies se practi-
caron segin Bergey’s manual of determinative bacteriology (1986).

11.4.1.- Caracterizacion de Lactobacillus sp

Los cultivos se incubaron a 15, 37 y 45 ° C en MRS en ligera anaero-
biosis (con 5 % de COy). De acuerdo con Niven y col. (1942), Gibbs y Skinner
(1966), Stamer 1979, Kandler y Weiss (1986), Fuselli y col. (1994) se considera-
ron como caracteres de identificacion :

11.4.1. a-Morfologia : Se observaron los cultivos a simple vista y con lupa
para establecer el aspecto general que presentaban las™ colonias. Se tuvieron
en cuenta tamafio, bordes, convexidad, brillo, pigmentacién, tipo de superfi-
cie, etc (Jay 1981). De las colonias obtenidas en las diferentes temperaturas de
incubacién, se extrajo material y se realizé la coloracién de Gram y la prue-
ba de la catalasa.

11.4.1. b.- Coloracién de Gram : Se efectud de acuerdo a la técnica de Gram-
Koppelof con un equipo de Britania.

11.4.1. c.- Prueba de la catalasa : Se escogieron las colonias tipicas y se sembra-
ron en caldo cerebro corazén y se incubaron a 35-37 °C durante 18 a 24 horas.
Se tomaron asépticamente 3 ml de de cada cultivo y se le agregaron 0,5 ml de
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Peroxido de hidrégeno al 3 % p/v (10 voltimenes). Se consider6 como positi-
va la produccién de burbujas (ICMSF 1983). Ante reacciones positivas débiles
o dudosas, se extrajo material de los cultivos empleando un instrumento no
metdlico y se suspendi6 en agua oxigenada de 10 volimenes, sobre un porta-
objetos. Se observé la produccion de burbujas al microscopio 6ptico con el

menor aumento.

11.4.1. d.- Movilidad : Se detecté en preparados por observacion directa al
microscopio éptico y sembrando por picadura con ansa recta, un medio es-
pecifico para movilidad (agar nutritivo blando con menos de 0,5 % p/v de

agar) (ICMSF 1983)

11.4.1. e.- Prueba de la oxidasa: Se colocé un papel de filtro de 6 cm de lado

dentro de una placa de Petri vacia y se agrego en el centro 3 gotas de solucién
acuosa al 1 % p/v de clorhidrato de tetrametilparafenilendiamina. Se exten-
di6 cuidadosamente un ansa del cultivo impregnado de reactivo formando
una linea de 3- 6 mm. La aparicién de color purpura oscuro en 5-10 segun-
dos se consider6 positivo (ICMSF 1983, Mossel y Moreno Garcia 1985).

11.4.1. f.-Produccién de NH3 a partir de la arginina: Se utilizé caldo de en-
sayo para arginina dehidrolasa de Moeller (Niveny col. 1942, ICMSF 1983).
El medio contiene ademds de las sustancias de origen proteico, glucosay
purpura de bromocresol como indicador. Una vez preparado se le agregé
monohidrato de L-arginina y se distribuyé en tubos pequefios. El pH se re-
guld a 6,7 + 0,1. También se prepararon tubos control sin arginina. Este en-
sayo es realizable para aquellos microorganismos que pueden utilizar gluco-
sa con produccién de 4cido, siendo el primer cambio que se registra. La glu-
cosa es degradada a dcido, llevando el pH a valores inferiores a 5,6 y el indi-
cador vira al amarillo. Las bacterias arginina-dehidrolasa positiva producen
un nuevo ascenso del pH debido a la hidrélisis de la arginina y el medio se
torna violeta. Tanto el medio de cultivo completo como los tubos control,
se sembraron con el cultivo puro. La incubacién se realiz6 hasta 4 dias a la
temperatura 6ptima. Durante las primeras 6-8 horas, el medio viré a un co-
lor amarillo intenso y si la reaccién era positiva se fue tornando violeta. El
resultado fué considerado valido siempre que los tubos control permanecie-
ron de color amarillo.

11.4.1. g.- Fermentacién de carbohidratos : Se realizé de acuerdo a la técnica
propuesta por Sharpe y Fryer (Gibbs y Skinner 1966), empleando para la dife-
renciacién los carbohidratos que propone el Bergey’s manual (1986). Los repi-
ques se efectuaron a partir de cultivos frescos en crecimiento vigoroso. El me-
dio base recomendado es un caldo MRS, sin glucosay sin extracto de carne,
con un indicador de pH. En este caso se utilizé parpura de bromocresol al 1 %
p/v (Fuselli y col. 1994). El pH final del medio de regulé a 6,4. Los carbohidra-
tos se prepararon en soluciones al 10 % p/v, y se esterilizaron en autoclave a
115 ° C (0,5 atmésferas de presién), 10 minutos, a excepcion de algunos que se
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descomponen por el calor como manosa, xilosa y maltosa que se filtraron
por filtros de acetato de celulosa de poro inferior a 0,2 um.

11.4.2.- Caracterizacién de Micrococcus sp

A partir de los cultivos de mantenimiento de las cepas en agar nutri-
tivo o en agar P (Bergey’s Manual 1986) se efectuaron las pruebas caracteris-
ticas del género Micrococcus 'y se hicieron repiques en caldo cerebro corazén
a fin de contar con cultivos abundantes para la realizacién de las pruebas bio-
quimicas difereciales de las especies.

Para la identificacién del género se tuvieron en cuenta las siguientes ca-
racteristicas :

11.4.2. a.- Morfologia de las colonias : Se tomé en cuenta tamario, forma, bor-
des, etc, se observo si eran convexas o planas, si mostraban brillo o eran mate,
si presentaban pigmentos blancos-crema, amarillos, rosados, naranjas o rojos
o eran colonias sin pigmentacién. Estos tltimos caracteres se consideraron

también para la diferenciacion de las especies.

11.4.2. b.- Observacién microscépica: Se efectuaron coloraciones de Gram a
fin de poder establecer si eran Gram positivos y determinar la morfologia ce-
lular. Se observ6 si los organismos se disponian en forma de cocos individua-
duales, de a pares, en tétradas, en racimos irregulares o en cadenas.

11.4.2. c.-Movilidad : Se empleé latécnica de observacion directa, suspen-
diendo el cultivo con una gota de agua destilada sobre un porta-objetos y ade-
mas se sembré en un agar blando para movilidad con 0,3 % p/v de agar ICM-
SF 1983)

11.4.2. d.- Crecimiento en medios selectivos : Se utilizaron agar manitol sala-
do con distintas concentraciones de NaCl (5, 7 y 10 %), agar furazolidina
(FTO), agar P con NaCl,con 7 % de NaCl, medio basal inorganico, denomina-
do medio BIM B que contiene (NH4); 504 como tnica fuente de nitrégeno
(Schleifer 1986, Fuselli y col. 1994, Surono y Hosono 1994). Este tltimo se em-
pled para la diferenciacién de especies.

11.4.2. e.- Fermentacion anaerdbica de la glucosa: Como se mencioné en
11.3.3.- se efectud de acuerdo a lo descripto por Baird Parker (1966)

11.4.2. f.- Prueba de la oxidasa: Se testearon cultivos de no mads de 24 horas
y la prueba se realizé de acuerdo con lo descripto en 11.4.1.e.-

La diferenciacién y caracterizacién de las especies del género Microco-
ccus se efectué de acuerdo con lo propuesto en el Bergey s manual 1986, utili-
zando las técnicas descriptas por Gibbs y Skinner (1966), Schleifer (1986), Fuse-
lli y col. (1994), Surono y Hosono (1994), Palacios y Trucco (1994) :
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11.4.2. g.- Pigmentacién de las colonias : Esta es la primer caracteristica que
se tuvo en cuenta para la diferenciacién, dado que la mayoria de las especies
producen pigmentos carotenoides y solo algunas son no pigmentadas.

11.4.2. h.- Formacién de acido a partir de la glucosa y el glicerol aerobicamen-
te: Se utilizé el mismo medio que se empled para la formacién de dcido a
partir de manosa, lactosa y galactosa (Gibbs y Skinner 1966). Se le agregé ptir-

ura de bromocresol como indicador y el pH se regulé a 7,0. Un viraje hacia
el amarillo del indicador se consideré positivo.

11.4.2. i- Hidrélisis de la esculina : Se emple6 un agar nutritivo al que se le
adicion6 0,01 % p/v de esculina y 0,05 % p/ v de citrato férrico. Se considerd
positivo el cultivo que desarrollé un color marrén oscuro, alrededor de la li-
nea de siembra.

11.4.2. j.- Actividad de la arginina dehidrolasa : Se demostré empleando la
técnica descripta en 11.4.1.f. realizando el ensayo en forma aerdbica, es decir,
sin colocar en la superficie la capa de vas-par o parafina estéril.

11.4.2. k.- Reduccién de nitratos a nitritos : Los cultivos se transfirieron a un
agar base con triptona, fosfato disédico y glucosa, suplementado con 0,1 %
p/v de KNO3 y se incubaron 18-24 horas (ICMSF 1983). Para leer los resulta-
dos se afiadieron unas gotas de acido sulfanilico (8 g %o en acido acético 5 N)

y unas gotas de a-naftilamina (5 g %o en dcido acético 5 N). La aparicién de
color rojo o rosa se tomé como reaccién positiva.

11.4.2. 1.- Crecimiento a 37 °Cy con NaCl al 7,5 % p/v : Se verific6 en agar ma-
nita NaCl -rojo de fenol ( Merck) que contiene esa concentracién de sal y se
incubé a esa temperatura.

11.4.2. m.- Crecimiento en agar con nitrégeno inorgdnico : Se utilizé sobre-

todo para la diferenciacion de M. luteus de M. varians, dado que el primer

microorganismo es capaz de utilizar sales inorgdnicas de amonio como tni-
ca fuente de nitrégeno. El medio contiene ademds otras sales inorgdnicas. La
positividad del ensayo se evalué por la presencia de turbiedad (Palacios y

Trucco 1994).

11.4.2. n.- Utilizacion del citrato : Para la realizacién de este ensayo se emple6

el medio de cultivo denominado citrato de Simmons (Mc Fadin 1980, ICMSF

1983) en forma de agar inclinado. Se sembraron los tubos con las cepas y se de-
jaron sin sembrar tubos control. Se realizé la incubacién a 30 ° C una semana.
Un cambio de color del verde al azul se consideré reaccion positiva.

5.4.2. 0.- Produccion de acetoina : Mediante esta reaccidn se evalué la capaci-
dad de los microorganismos de fermentar la glucosa produciendo acetil-metil-
carbinol o acetoina. Se usé el medio RM-VP (rojo de metilo-Voges Proskauer)
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de los cultivos de 48 horas, se tomaron alicuotas de 1 ml en tubos estériles.
sobre las cuales se practico la reaccion de Voges Proskauer. Se agregaron 0,5

ml de solucién alcohdlica de a- naftolal 5% p/v y luego 0,5 ml de solu-
cién acuosa de KOH al 16 % p/v. Lareaccién ocurre en un medio alcalino
fuertey el KOH (o el NaOH, que también puede usarse) facilitan la oxida-

cion. El a-naftol actia como catalizador. Los tubos se agitaron y se leyeron a
los 10 minutos. La aparicién de un color rojo cereza indicé la presencia de
acetoina. En el caso de observar reacciones negativas, se dejé en incubacién

4 dias mas.

11.4.2. p.- Hidrdélisis del tween 80 : El medio utilizado fue un agar nutritivo
base suplementado con CaCl; al 0,01 % p/v. Una vez esterilizado y fundido
a unos 40-45 °C se le agreg6 tween 80 hasta una concentracién final de 1 %.
Se distribuy6 en placas de Petri, se sembré y se incubé a 30-32 © C, 48 horas.
Este método se emplea para detectar actividad de lipasas. Las cepas positivas
muestran un halo opaco alrededor de las colonias.

11.4.2. q.- Hidrélisis del almidén : Se agregé 0,02 % p/v de almidén soluble

a un agar nutritivo base sin glucosa. Se esterilizé a 115 ° C, 10 minutos. Se
distribuy6 en cajas de Petri y los cultivos se sembraron por estriado sobre cua-
drantes. Posteriormente se incubaron a 35-37° C, 48 horas. Las placas se reve-
laron con solucién de Lugol. Las colonias positivas mostraron un halo trans-
parente a su alrededor, mientras que el resto agar conteniendo almidén sin
hidrolizar, se tifild de un color azul intenso.

11.4.2. r.- Hidrélisis de la gelatina: Se emple6 agar gelatina de Frazier (Mo-

ssel y Moreno Garcia 1985) preparado con 0,4 % p/v de gelatina. Las placas se
inocularon por estrias sobre cuadrantes y se incubaron a 32 ° C durante 48-72

horas. Para leer los resultados se inundaron con 8-10 ml de una solucién

clorhidrica de HgCl, al 15 % p/v. La hidrélisis de la gelatina se midi6 por la

aparicién de halos de aclaramiento en las proximidades de las lineas de creci-
miento.

11.4.2. s.-Produccién de fosfatasa: A 100 ml de agar nutritivo base, fundido
a unos 40-45 ° C se le agregé 1 ml de difosfato de fenolftaleina al 1 % p/v, fil-

trada a través de filtros de acetato de celulosa de poro inferior a 0,2 um. Los
cultivos se sembraron por estrias y se incubaron 3 dias a 30 © C). La actividad
de la fosfatasa se detecté invirtiendo las cajas de Petri con los cultivos, sobre
una placa conteniendo NH4OH. Las colonias fosfatasa positivas se tornan ro-
sadas profundo al exponerlas a los vapores de NH3 (Gibbs y Skinner 1966).

11.4..3. - Caracterizacion de Bacillus sp

Los métodos para la deteccion y aislamiento del género Bacillus se ba-
san principalmente en la resistencia de sus esporas frente a tratamientos tér-
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micos realizados en general a 80 © C, 10 minutos, por lo que su capacidad de
esporular y resistir estos calentamientos, puede considerarse como una de
sus principales caracteristicas.

Para determinar los caracteres diferenciales de este género se realiza-

ron las siguientes experiencias :

11.4.3. a.- Formacién de endosporos : Se visualizaron mediante la coloracion
de Shaeffer y Fulton, con verde de malaquita, utilizando safranina como co-
lorante de contraste. Los esporos se observaron de color verde y los bacilos se

tifieron de color rojo.

11.4.3. b.- Coloracién de Gram : Se procedié como en 11.4.1. b. observdndose
bacilos Gram positivos.

11.4.3. c.- Crecimiento aerébico : Se observé en el medio de aislamiento agar
manitol- yema de huevo- polimixina con azul de bromotimol (MYP)

11.4.3. d.-Desarrollo en medios basicos sin agregado de factores de crecimien-
to : Se cultivd en caldo nutritivo, en agar nutritivo y en agar glucosa (Sneath
1986)

11.4.3. e.-Prueba de la catalasa : Una ansada de un cultivo de 48 horas que se
obtuvo en un agar nutritivo, se transfirié a un tubo de hemélisis contenien-
do 0,5 ml de HYO; al 10 % v/ v. Se observé la produccién de gas (Sneath 1986)

11.4.3. f.- Prueba de la oxidasa : Se realizé igual que en 11.4.1. e. y 11.4.2. {.

11.4.3. g.- Reaccion de Voges Proskauer : Se inocularon tres tubos contenien-
do el medio RM-VP y se testeé la produccién de acetil-metil-carbinol después
de 3, 5 y 7 dias de incubacién. Para efectuar la reaccién y de acuerdo con lo pro-
puesto por Sneath (1986), se mezclaron 3 ml de NaOH al 40 % p/v con el culti-
vo y se le adicionaron 0,5 -1mg de creatina.

El test se consideré positivo cuando aparecié un color rojo entre los 30-
60 minutos, manteniendo los tubos de reaccién a temperatura ambiente.

11.4.3. h.-Reduccidn de nitratos a nitritos : Se sigui6 la misma técnica que se
aplicé para los Micrococos (11.4.2. k.).

11.4.3. i.- Produccidn de dcido de carbohidratos : Se utiliz6 agar inclinado pre-

parado con la misma férmula que el agar glucosado pero remplazando la glu-
cosa por el carbohidrato correspondiente (Sneath 1986). Se observé el creci-
miento, la produccién de dcido por viraje del indicador y eventualmente la

formacion de gas por la aparicién de burbujas a través del agar o en el agua de
condensacion o en ambos. Las lecturas se efectuaron entre los 7y los 14 dias
de incubacién.
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11.4.3. j.- Hidrdlisis de gelatina y caseina : Se prepararon por separado medios
nutritivos sélidos conteniendo gelatina y casefna en igual concentracién que
la indicada para Micrococos en 11.4.2. 1. (0,4 % p/v). Después de sembrados,
se incubaron a 28-30°C, 3 a 5 dias. Las placas se revelaron con 10 ml de una
solucién de H;SO4 1 N saturada con NaySOy.La aparicién de zonas claras al-
rededor del crecimiento contrastando con el precipitado opaco del resto de la
placa, se consideré como hidrélisis positiva.

11. 4.3. k.- Hidrélisis del almidén : Se sembré en agar almidén (0,2 % p/v de
almidoén soluble ), se incubé 3- 5 dias y luego se revelé con Lugol.

11.4.3. I.-Hidrélisis de Ia esculina : Se procedié como en 11.4.2.i.
11.4.3. m.- Hidrélisis del tween 80 : Se sigui6 la técnica descripta en 11.4.2.p.

11.4.3. n.- Utilizacién del citrato : Se empleé citrato de Simmons y se proce-
dié como en 11.4.2.n.

11.4.3. 0.- Crecimiento a pH 5 y 6,8 : Parala observacién del crecimiento a
pH 5, se inocul6 el cultivo en un caldo 4cido y para la observacién del desa-
rrollo a pH 6,8 se empleé caldo nutritivo, ambos regulados a sus respectivos
pHs. Se evalué la presencia de turbiedad y la formacién de pelicula superfi-
cial.

11.4.3.p.-Actividad de lipasa : Algunas especies de Bacillus producen enzimas
lipoliticas que se investigan sobre sustratos grasos. En este caso se empleé
agar tributirina (Merck). Se prepar¢ el agar base y se le agregé6 1 % p/v tributi-
rina. Se incub6 a 35 ° C, durante 72 horas. Los cultivos que poseen actividad
de lipasas producen un halo transparente alrededor de las colonias o de las Ii-
neas de crecimiento, en contraste con el resto del medio que presenta aspecto
de emulsién turbia homogénea

11.4.4.- Caracterizacidn de Coliformes y Coliformes fecales

Ademds de las siembras en EMB, se realizaron las pruebas del IMVyC.
A partir del caldo de Mc Conkey, desde el caldo verde brillante y/o desde el
EMB se efectuaron repiques para los siguientes ensayos :

11.4.4. a.- Investigacién de indol : Se emple6 caldo triptona (Mc Fadin 1980).
Se incubé a 35 © C, 24-48 horas y se investigé la presencia de indol utilizando
reactivo de Kovacs (p-dimetil-amino-benzaldehido en HCl concentrado y al-
cohol amilico). En las reacciones positivas, se observé la presencia de un co-
lor rojo cereza debido a la formacién de un compuesto de condensacién de
estructura quinoide.
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11.4.4. b.- Reaccién del rojo de metilo : Se sembré en el medio RM-VP (Mc
Fadin 1980), se incubé 48 horas como minimo a 35 °C. Los microorganis-
mos que dan positiva esta prueba utilizan la glucosa acidificando el medio.
La produccién de dcido lactico, dcido acético, dcido férmico y otros productos
no dcidos como etanol, CO; e Hj, ocurre en muchos casos entre las 18-24 ho-
ras de incubacién, pero el pH debe descender por debajo de 4,4 para observar
el color rojo cereza tipico. Si aparece un color anaranjado, el pH se encuen-
tra entre 5,5-5,8 (reaccion retardada) y si se observa color amarillo el pH es 6
6 mayor que 6, que se considera negativo. En los dos tltimos casos, los tubos
se dejan en incubacién dos o tres dias mds para asegurar el resultado. Para
practicar la reaccion, a una alicuota del cultivo ( 2,5 ml) se le agregaron 5 go-
tas de solucién hidroalcohdlica de rojo de metilo al 0,2 % p/v.

11.4.4. c.- Reaccion de Voges Proskauer: La formacién de 2-3 butanodiol y
la posterior metabolizacién a acetil-metil-carbinol o acetoina, como produc-
tos intermedios de la oxidacién de la glucosa, se detecté en esta reaccién por
la formacion de un compuesto de condensacion entre este producto y los
grupos guanidinio de la peptona. Se procedi6 como se indic6 en 11.4.2. o.
La aparicién de color rojo entre 10-15 minutos se considerd positiva.

11.4.4. d.- Utilizacién del citrato : Se repicaron los cultivos en agar inclinado
de Simmons, procediendo de acuerdo con lo descripto en los puntos 11.4.2. -
n.y 11.4.3. n.

11.4.5.- Caracterizacién de mohos y levaduras

Se realizé una observacién de las colonias sobre e] agar YGC conside-
rando tamarfio, forma, caracteres del micelio, aspecto en el reverso, etc. Se ex-
trajo material y se efectué una observacién microscépica entre porta y cubre-
objetos. Algunas placas se fotografiaron.

12.- Preparacién de las masas de panaderia con especies puras

Una vez aislados e identificados los microorganismos de mayor predo-
minio y efecto sobre las masas, se desarrollaron procesos de panificacién em-
pleando ingredientes estériles, agregando cada una de las cepas solas 0 mez-
cladas con levaduray se obtuvieron panes cuyas caracteristicas se evaluaron
comparativamente.

Para las harinas se ensayaron distintos métodos de esterilizacién a fin
de seleccionar el que menos afecte sus componentes, especialmente sus protei-
nas. La suspensién de levadura se prepar6 con agua destilada estéril y la solu-
cién de azidcar y sal se esterilizé en autoclave a 0,5 atmosferas, es decir, a 115
°C, 10 minutos. Todo el material e instrumental empleado se esterilizé en au-
toclave o en estufa y cada proceso se desarrollé trabajando en forma aséptica.



12.1.- Esterilizacion de las harinas

12.1.1.- Aplicacién de calor

Se pesaron 10, 25 y 50 g de harinay se distribuyeron en capa fina, en
una superficie de 22 x 34,55 cm ( 380 em?2) (ICMSF 1984). Para la primer mues-
tra la capa alcanz6 2-2,5 mm de altura, paralos25g,5 mmy paralos50g al-
rededor de 8 mm, respectivamente. Las muestras se colocaron en estufa y se
esterilizaron a 130 ° C, 15 y 25 minutos (ICMSF 1984). Para verificar la super-
vivencia de los microorganismos, se sembraron diluciones de las muestras
en PCA, incubando 48 horas, a 35 ° C, para determinar microorganismos ae-
robios meséfilos totales y en YGC, incubando a 25 ° C, 5 dias, para el conteo
de mohos y levaduras. Se realizaron ensayos de panificacién estandarizados.
Tanto las siembras y recuentos como los ensayos de panificacién y medidas
de volumen de pan, se practicaron antes y después del tratamiento.

12.1.2.- Esterilizacién por luz ultravioleta

Se pesaron 10, 25 y 50 g de harina, se colocaron en bandejas de 380
cm? de superficie y se expusieron a la luz ultravioleta a una distancia de 20
cm. Se emple6 una ldmpara marca P.W. Allen and Co, de fabricacién inglesa.
Tipo A 425, 220-240 volts, provista de las lamparas S/W-G8T5 y TL 8W/08
Se selecciond la longitud de onda de 254 nm y se expuso a esta luz previamen-
te la bandeja, durante media hora. Las muestras se analizaron microbiologica-
mente como se indicé anteriormente, se realizaron ensayos de pam'ficacién y
se midi6 el volumen de pan. Cada tipo de muestra analizada se colocé en las
bandejas y se expuso a la radiacién. Se utilizaron tiempos de exposicién de 2
horas (ICMSF 1984) pero también se probaron 3, 4 y 5 horas. Nuevamente, las
muestras tratadas, se controlaron microbiologicamente y la muestra tratada 5
horas, se someti6 a ensayos de panificacién.

12.1.3.-Utilizacién de microondas

25 g de harina se distribuyeron en una superficie de 380 cm? en capa
fina y se colocaron en un horno microondas, marca SMC, modelo E70E-7/E
100 E-8, potencia de salida 800 Wy frecuencia de onda 2.450 MHz (origen
EE.UU), a las potencias 10 (mdxima para este horno), 9 y 7. Las muestras tra-
tadas con la mdxima potencia y con potencia 9, se expusieron 3, 5y 10 minu-
tos y las que se colocaron en el horno a potencia 7, se mantuvieron durante
periodos de tiempo de 20, 10, 5 y 3 minutos. Se efectuaron controles micro-
biolégicos y de panificacion antes y después del tratamiento.
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12.2.- Preparacién de los microorganismos

12.2.1.- Cultivos para la produccién de biomasas

Las cepas de levadura se aislaron en YGCy se sembraron en un cal-
do extracto de malta-glucosa, en un erlenmeyer de 500 ml que contenia 250
ml de medio. Se incubé a 28 ° C, durante 36 horas, en bafio de agua, agitando
frecuentemente. Los cultivos se centrifugaron a 2000 g durante 15 minutos y
la biomasa separada, se mantuvo a 4 °C, utilizandose el mismo dia.

Las cepas de lactobacilos se sembraron en caldo MRS en erlenmeyers
que contenian 250 ml de medio, partiendo de un cultivo en tubo de 18 horas.
Los erlenmeyers se incubaron a 30 ° C, sin aereacién, durante 3-4 dfas. Los cul-
tivos se centrifugaron a 2000 g, durante 20 minutos y la biomasa obtenida se
guard6 en heladera, a temperaturas de refrigeracién hasta su uso, que se rea-
lizé dentro de las 24 horas (Faid y col. 1994)

La biomasa de Bacillus se prepar6 de igual manera que la de lactobaci-
los, pero sembrando en caldo nutritivo, incubando en aerobiosis y a 37 °C,
24-48 horas, procediendo posteriormente de igual forma.

12.2.2.- Concentracién de microorganismos

Se determind la concentracién de microorganismos en las biomasas
previamente, realizando siembras en medios sélidos especificos y diluciones
adecuadas, para cada caso. Se prepararon cultivos nuevos y se emplearon es-
tos datos de concentracién como referencia.

12.2.3.- Incorporacién de los microorganismos a las masas

Las biomasas se resuspendieron en solucién fisiolégica estéril, de ma-
nera de tener una concentracién aproximada de 105 células /g para cada cul-
tivo y se incorporaron a la masa, colocando 1 ml de suspensién cada 100 g de
harina. Se determinaron los perfiles de crecimiento de los microorganismos
y se midi6 la evolucién del pH y los cambios de acidez en las distintas etapas
del proceso y la capacidad de levado para 3 horas de fermentacion.

13.- Efecto de los microorganismos en las masas

Para realizar este estudio, se registraron los cambios en los recuentos
de la microflora, la evolucién y seleccién de algunos microorganismos y la
variacién del pHy de la acidez total titulable, en las distintas etapas del pro-
ceso (en las harinas, después del mezclado y amasado, durante la prefermen-
tacién y al finalizar la fermentacién en el molde ). Ademads se evaluaron la
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actividad amilolitica, proteolitica y lipolitica de los microorganismos aisla-
dos, como asi también su capacidad para fermentar los carbohidratos que
pueden estar presentes en las masas, verificando la formacion de acido y
gas. Para comprobar la actividad hidrolitica, se utilizaron como sustratos al-
midén de trigo, gelatina, caseina, proteinas del gluten y tributirina.

La extraccién de las muestras y los tiempos que se consideraron para
la realizacién de estas pruebas, se tomaron sobre la base de los datos alveogra-
ficos aplicados al proceso de panificacion, considerando valores promedio, y
se efectuaron de acuerdo al siguiente esquema :

Datos de la harina to

Mezclado y amasado ( al finalizar el proceso ) -———t;................ 10 minutos
66 % ---- ( 46-48 minutos) -------- tof ceeeeenneneens 56-60 minutos

Prefermentacion

34 % ---- ( 23-24 minutos)

Fermentacion final (en el molde) (80 minutos)-—--tg............. 160-180 minutos

En el tiempo cero (tp) tanto para los recuentos como para las medidas
de pH y acidez titulable, se tomaron los datos que se obtuvieron con la mues-
tra de harina de trigo utilizada, t; fue el periodo correspondiente al mezclado
y amasado inicial (valores promedios de 10 minutos), t,¢ 6 tiempo de prefer-
mentacién correspondié a 53 minutos, dato acorde a valores promedio obte-
nidos en el 66 % del tiempo de prefermentacién (que normalmente corres-
pondié a datos promedio de 43 minutos, para un tiempo total de prefermen-
tacion de 65 minutos ), este periodo de 53 minutos se extendié a 1 hora, debi-
do a que atn correspondia a valores de prefermentacién. Por ultimo, el tiem-
po de fermentacion final (t¢f), se tomé al transcurrir esta etapay efectuar el
punteo (valores promedio de 79 minutos), resultado que se sumé a los datos
anteriores, por lo que se considerd este punto alos 159-160 minutos y se ex-
tendié hasta 3 horas. ‘

La capacidad hidrolitica y fermentativa se evalué a las 3 horas de incu-
bacion y a las 24-48 horas (considerando los tiempos necesarios para el creci-
miento de los microorganismos).

13.1.-Determinacién de pH y acidez

Las muestras correpondieron a los tiempos tg, t;, tof ¥ tr. Primero se
prepar6 un homogenato con agua destilada que se utilizé6 para medir el pH
y a partir de él se obtuvo la suspensién de harina o masa en solucién hidro-
alcohdlica, que se empleé para determinar la acidez (Celsi y Copello 1960).
Se tomaron 10 g de harina o masa y se le agregaron 10 ml de H,O destilada.
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Se mezcl6 por agitacién y se midi6 el pH. Luego esta suspension se trasva-
s6 a un erlenmeyer de 125 ml y se le adicion6 una mezcla de 15 ml de HO
destilada y 25 ml de alcohol etilico de 98 ° a fin de obtener una mezcla hidro-
alcoholica 1: 1. Los erlenmeyers se taparon y se mantuvieron en reposo 24
horas. Para titular, se tomaron alicuotas de 25 ml del sobrenadante, con pipe-
ta de doble aforo y se realizo la titulacion con solucién de NaOH 0,1 N, usan-
do fenolftaleina como indicador. El NaOH se valoré previamente, en presen-
cia de fenolftalefna, utilizando biftalato de potasio como patrén primario.

13.2.- Actividad amilolitica

Debido a que el equipo enzimdtico amilasas de los microorganismos,
acttia preferentemente sobre el almidén cocido (Dettori-Campus y col. 1992)
las cepas se testearon inicialmente en un agar base al que se le agreg6 1% p/v
de almidoén, esterilizandolo posteriormente. Después de sembradas, las pla-
cas de Lactobacillus se incubaron en jarra de anaerobiosis a 30 ° C, 5 dias y las

de Micrococcus y Bacillus en aerobiosis, a 35 ° C, 48-72 horas. En todos los ca-
sos se dejaron placas si sembrar como testigos. Posteriormente se realizé el
revelado con solucién de Lugol y se midieron compararativamente los halos
de hidrélisis caracteristicos, expresando los resultados por cruces.

A continuacién, las cepas que arrojaron resultados positivos manifies-
tos, se sembraron en un medio liquido en erlenmeyer. Se prepar6 un medio
base, sin agar, y se le agregé 1% p/v de almidén. Se esterilizé 15 minutos a
121 ° C. Los cultivos para cada ensayo se realizaron en forma independiente
sembrando una cepa por vez. Se emplearon 3 erlenmeyers, uno se dejé co-
mo control sin sembrar y los otros dos se inocularon con la cepa a estudiar.
Uno se evalué a las 3 horas (g ) v el otro se dej6 24-48 horas o hasta observar
turbiedad o crecimiento. La actividad hidrolitica, en este caso, se determiné
por extracciéon y dosaje de azicares simples reductores y por medida del almi-
dén remanente.

13.2.1.- Extracciéon de los carbohidratos

Las carbohidratos simples y oligosacaridos se extrajeron con un solven-
te capaz de solubilizarlos y de frenar la actividad enzimdtica simultaneamen-
te. Se utiliz6 alcohol de 80 °y calentamiento a reflujo. A una suspensién del
cultivo de 25 ml, se le agregaron 20 ml de etanol de 80 °. Con un agitador mag-
nético provisto de sistema de calefaccién, marca FAC, de Instrumentalia SRL,
modelo A.M.C.-20, se calent6 a reflujo durante 30 minutos, agitando constan-
temente. Se centrifugé en centrifuga Sorval tipo RC-5B- Du Pont Instruments
y el sobrenadante se coloc6 en un matraz de 100 ml. Se repiti6 la extraccién,
se centrifugé y se reunieron los extractos (Cottenet 1980).
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13.2.2.- Dosaje de carbohidratos

Se utiliz6 la técnica de Fehling Causse Bonnans (Celsi y Copello 1960).
Los extractos se llevaron a un volumen aproximado de 80 ml con HyO desti-
lada, se le agregaron 5 ml de una solucién de acetato de plomo al20 % p/v
(para desproteinizar), se agitd, se llevé a volumen y se filtré. Para la detemi-
nacién de sustancias reductoras, se realizé la titulacién frente a 12,5 ml del
reactivo de Fehling Causse Bonnans en caliente, tomando como punto final
la aparicién de un color amarillento que pasé rapidamente a negro por for-
macién de Cug Fe(CN)g. El titulo del reactivo se determiné frente a una solu-
cién de glucosa (5 g/L), empleando la técnica descripta.

13.2.3.- Determinacién de almidén remanente con reactivo de Lugol

A partir de los erlenmeyers sembrados e incubados en las condicio-
nes especificas para cada tipo de microorganismo, se tomaron alicuotas de

los respectivos cultivos, se filtraron por filtro Millipore de 0,20 n de poroy
3 ml del filtrado se enfrentaron con 0,1 ml de reactivo de Lugol. Se utilizé
como testigo 3 ml del medio de cultivo filtrado ( sin sembrar ) mds 0,1 mi
de Lugol y como blanco medio de cultivo filtrado. Se intentd leer la absor-
bancia a 610 nm pero debido a que el color no se mantenia estable solo se
pudo leer el tubo testigo. Se repitié el ensayo empleando una solucién de
trabajo de iodo (Bianchi 1993) preparada a partir de una solucién de iodo
0,1N(KI:20g, I>:12,7 g, HoO destilada hasta 1 litro) y de una solucién al
2 % p/v de NaF. Este tltimo se agregé como inhibidor de la accién enzimd-
tica. La solucién de trabajo se preparé empleando 1 parte de solucién ma-
dre de iodo + 9 partes de solucién de NaF.

Las absorbancias se leyeron a 610 nm, inmediatamente después de
agregar el reactivo de color.

13.2.4. - Extraccion de amilasas extracelulares

Se aplicé la técnica descripta por Dettori-Campus y col. (1992). Las ce-
pas se sembraron en caldo nutritivo y se incubaron en las condiciones des-
criptas anteriormente. Los cultivos se centrifugaron a 3000 r.p.m. en tubos
cerrados y se dializaron durante una noche. De esta manera se obtuvo la so-
lucién de las enzimas. Se utilizé almidén crudo, esterilizado bajo luz ultra-
violeta y almidoén cocido esterilizado en autoclave en presencia de un buffer
de pH 7. Para efectuar la reaccién 20 mg de almidén mds 2-3 ml de buffer
de pH 7 (en el caso de tratarse de almid6n cocido, esterilizados previamente)

mas 5 ml de la solucién de enzima, mds 100 pl de tolueno para prevenir el
crecimiento microbiano, se mantuvieron a 37 © C, durante 24 horas (Dettori
y Campusy col. 1992). Se practicé la reacciéon de Fehling Causse Bonnans pa-
ra determinar la presencia de azticares reductores.
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13.2.5.- Determinacién de grupos terminales de almidén (cortes de cadena)
por oxidacién con periodato

Este procedimiento (Hassid y Abraham 1966) se basa en el hecho de
que las glucopiranosas terminales pertenecientes a las cadenas de amilopec-
tina y de amilosa, al oxidarse con periodato, sufren una ruptura de la estruc-
tura en anillo, con remocién del C3 de la hexosa y formacion de dcido férmi-
co. En una molécula no degradada de almidén solamente existe un extremo
reductor. El otro extremo de la cadena lineal es no reductor y los extremos de
las cadenas ramificadas son no reductores. La cantidad de dcido férmico que
se genera en este caso puede considerarse despreciable. Cuando se oxida con
NalQj4 la cadena recta de una amilosa, ambos extremos producen HCOOH.
La unidad de glucosa no reductora produce 1 mol de HCOOH y la unidad de
glucosa reductora del otro extremo da origen a 2 moles de HCOOH, por lo
tanto cada cadena de amilosa producird 3 moles de HCOOH. Para el caso de
la amilopectina cada extremo no reductor correspondiente a una ramifica-
cién o a la cadena lineal, originard 1 mol de dcido férmico y el extremo
reductor producird 2 moles, por lo tanto en este caso, la cantidad de HCOOH
formado dependerd de la longitud de la cadena y de las ramificaciones.

13.2.5.a.- Reactivos : Solucién saturada de metaperiodato de potasio o de so-
dio (aproximadamente 0,37 M) : 8 g de NalOy4 se disolvieron en 100 ml de
agua destilada; NaOH 1M ; HClI 0,5M ; etilenglicol ; piurpura de bromo-
cresol ; NaOH 0,01 M ; glucosa o sacarosa , para ser utilizadas como control
del experimento dado que producen 1 mol de HCOOH por mol.

13.2.5. b.- Procedimiento : Para cada microorganismo se emplearon 2 erlenme-
yers conteniendo el medio de cultivo con 1 % p/v de almidén, cada erlenme-
yer se preparé con 20 ml de medio, por lo tanto, con 0, 2 g de almidén, uno se
utilizé como blanco y se dejé sin sembrar y el otro se inoculé con la cepa co-
rrespondiente . Una vez sembrado, ambos se colocaron en incubacién en estu-
fa de cultivo a 37 ° Cy se mantuvieron hasta observar el crecimiento del mi-
croorganismo. Ademds se preparé un erlenmeyer control con glucosa en lu-
gar de almidén. Una vez transcurrido el tiempo necesario, todos los erlenme-
yers se enfriaron a 3° C y se les agreg6 5 ml de solucién saturada de NalO,, 0,37
M. Se llevaron a heladera y se mantuvieron a 3 ° C, 30 horas, en la oscuridad.
Se determind si el tiempo de oxidacién fue suficiente como para oxidar el con-
trol, realizando la titulacion de HCOOH en el erlenmeyer con glucosa y luego
se valoraron las demds muestras. Para ello, primero se trataron con etilengli-
col con la finalidad de destruir el exceso de oxidante, conservandose en la oscu
ridad 30 minutos mds, a temperatura ambiente y luego se titularon con NaOH
0.01 N, libre de CO,, en presencia de ptirpura de bromocresol como indicador.
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13.2.5. c.- Calculos : El volumen gastado x la N del NaOH ( 0,01 ), dan como
resultado los milimoles de HCOOH formado a partir de los 200 mg de almi-
dén. Si 162 es el Peso Molecular de la glucosa anhidra, la longitud de la cade-
na, se puede calcular mediante la siguiente f6rmula :

Longitud de la cadena promedio : 200 =
( milimoles) x 162

13.2.6.- Actividad diastasica en la harina

Se emple6 el método propuesto por la AOAC (1990), se utilizé como
reactivo de extraccién, solucién buffer de acetato de sodio, pH 4,6-4,8 (3 ml
de H;C-COOH y 4,1 g de H3C-COONa anhidro, se llevaron a 1 litro con H,O

destilada)

13.2.6. a- Determinacion : Se colocaron 5 g de harina con una cucharadita de
arena calcinada en un erlenmeyer de 100-125 ml. Se adicionaron 46 ml del
buffer de pH 4,6-4,8 y la mezcla se incub6 en bafio de agua a 30 ° C,1 hora, agi-
tando por rotacién frecuentemente. Luego se adicionaron 2 ml de H,SO4
(3,58 £0.05 N ). Se mezclé rapidamente y se adicionaron 2 ml de solucién
de NapWOy4 al 12 % p/v. Se mezclé nuevamente, luego se dejé en reposo
1-2 minutos y se filtr6 a través de papel de filtro Whatman N° 4, descartan-
do las 8-10 primeras gotas.

13.2.6. b.-Valoracién de azicares reductores : Para valorar los azticares presen-
tes en el filtrado, también se procedié de acuerdo alas técnicas de la AOAC
(1990)

13.2.6. c.- Reactivos:

-Solucién buffer de acetato de sodio : 4,1 g de H3C-COONa y 4,5 ml de HySO4
en 1 litro de solucién.

-Solucién de tungstato de sodio : al 12 % p/v- Dilucién de 12 g de Na; WOy
en H,O destilada hasta 100 ml. '

-Solucién alcalina de ferricianuro de potasio 0,1 N:33 g de K3Fe(CN)sy 44 g
de NayCOj3 por litro de solucién.

-Solucién de sales y dcido acético : 200 ml de dcido acético, 70 g de KCly 40 g
de ZnSO4 en 1litro de solucién.

-Solucién de KI-almidén soluble : 2 g de almidén y 50 g de KI en 100 ml.
-Solucién de tiosulfato de sodio 0,1 N : 24,82 g de Nay5;03.5H,Oy 3,8 ¢ de
Na;B4O7.10H,O/ litro.

13.2.6. d.- Procedimiento para aziicares reductores : Un volumen conocido
del fitrado (5 ml) se trat6 con 10 ml de solucién alcalina de K3 Fe(CN)g y se
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colocé en bafio de agua caliente por 20 minutos, se enfrié bajo chorro de agua
fria y se le agrego6 la solucién acética salina ( 25 ml ) Se mezcl6é por agitacién y
luego se adicioné 1 ml de la solucién KI-almidén. Se titul6 con microbureta
utilizando la solucién de Naz$,O3 0,1 N, hasta desaparicién del color azul. La
diferencia entre los 10 ml de K3 Fe(CN)¢ iniciales y el volumen de Nay5,03
gastado, corresponde a los ml de K3 Fe(CN)g 0,1 N reducidos, que representan
la cantidad de azucar reductor por 10 g de harina, calculados como maltosa,
en base a una tabla de conversion.

13.3.- Actividad proteolitica

La capacidad de los microorganismos presentes en las masas de produ-
cir proteasas, fue evaluada cultivando las cepas aisladas, en medios de culti-
vo preparados con distintos tipos de proteinas. Se emplearon medios de cul-
tivo sélidos, conteniendo NaCl, lactosa y agar (sin triptona) al que se le adicio-
naron las respectivas proteinas en una concentraciéon de 1 % p/v. Solamente
en el caso de las proteinas del gluten ( gliadinas y gluteninas ), la adicién fue
de 0,3 % p/v dado que el medio quedaba demasiado turbio. Las proteinas em-
pleadas fueron gelatina, caseina y proteinas del gluten. Los medios se incuba-
ron en las condiciones descriptas anteriormente, a excepcién del agar que con-
tenia gelatina que se incubé a 22 ° Cy las placas se revelaron con solucién de
HgCly al 15 % p/v en HCl concentrado.

Se emple6 caseina de leche bovina de 90 % de pureza, marca Sigma y
gelatina, de uso microbiolégico, obtenida por hidrélisis dcida a partir de mate-
rias primas de origen animal, marca Merck. Como proteinas del gluten se in-
corporé al medio descripto harina de gluten, cuyos valores de humedad, pro-
tefnas y cenizas, se determinaron con las mismas técnicas que se emplearon
para las muestras de harina de trigo (AOAC 1990).

13.3.1.- Medicién de la actividad proteolitica

Las cepas que resultaron positivas en el cultivo en placa, se sembraron

en medios de cultivo liquidos que contenian los mismos componentes pe-
ro sin el agar. Las determinaciones fueron hechas con una modificacién del
método de Anson (1939). La caseina se incorpor6 al medio de cultivo que se
regulé a pH 7-7,2 con buffer de fosfatos (Butterfield 1932). La incubacién se
realizé en estufa a 37 ° C, durante 3 horas y durante el tiempo necesario para
el crecimiento de cada tipo de microorganismo. La reaccién se detuvo por
agregado de un volumen de TCA al 10 %, se dejé 30 minutos a temperatura
ambiente y el precipitado resultante se separ6 por centrifugacién a 5000 x g

a 15 ° C, durante 15 minutos. Se ley6 la absorbancia del sobrenadante a 280
nm, utilizando un espectrofotémetro UV-VIS marca Shimadzu, modelo
UV-2101 PC. Se prepararon blancos de reaccién igual que las muestras pero
no se sembraron. Se les agregé el TCA, se centrifugarony se leyeron espec-
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trofométricamente, en las mismas condiciones que se corrieron los sobrena-
dantes de los cultivos ( Sarath y col. 1989)

En la zona del ultravioleta cercano (200-400 nm) muchos compuestos
bioquimicos muestran fuertes zonas de absorcién, debido a la presencia de
sistemas en anillo conjugados, tanto aromdticos como heterociclicos. Los ami-
nodcidos fenilalanina, tirosina, triptofano, etc., absorben en esa regién. Por lo
tanto la mayor absorcién de las proteinas hidrolizadas en 280 nm, se debe a la
presencia de estos residuos (Van Holde 1971).

13.4.- Actividad lipolitica

Las cepas aisladas de los géneros Lactobacillus, Micrococcus y Bacillus ,
se testearon en agar tributirina (Merck), se incubaron en condiciones éptimas
para cada género y se observaron macroscépicamente, a fin de detectar halos
transparentes, indicadores de lipdlisis, alrededor de las colonias o lineas de
crecimiento.

13.5.- Pruebas de fermentacién de los carbohidratos

Estas pruebas se realizaron en tubo de ensayo empleando un caldo ba-
se para cada tipo de microorganismo, sin agregado de carbohidratos, con prir-
pura de bromocresol como indicador, provisto de campanita de Durham pa-
ra la observacién de la produccién de gas. El medio se esterilizé en autoclave
y posteriormente, se le adicioné un volumen de la solucién del carbohidrato
a testear, preparada al 10 % p/v y esterilizada en las condiciones descriptas an-
teriormente. Se emplearon los carbohidratos que pueden encontrarse en las
masas, tales como maltosa y glucosa, provenientes de la hidrélisis del almi-
dén, sacarosa, que se agrega a la masa y rafinosa, que se encuentra en peque-
fias cantidades en los cereales y en las harinas (Pomeranz 1978, Henry y Saisi,
1989, Langemeier y Rogers 1995). También se teste6 fructosa que puede for-
marse por hidrélisis de sacarosa o rafinosa.

14.- Evaluacién de la calidad de los panes

14.1.- Medicion de volumen

Para evaluar la calidad de los panes, una de las determinaciones mds
importantes es la medida de su volumen (Finney 1984, Shogren y Finney
1984, Saiz y col. 1996). Esta determinacion se realizé por triplicado. sobre los
panes terminados, después de una hora de finalizada la coccién, utilizando
el volumendémetro que se describi6 anteriormente. Para ello, el equipo se
calibré previamente con las semillas de colza en 1500 ml, se colocaron los pa-
nes y se registraron los incrementos de volumen. Los datos se obtuvieron
del promedio de las tres determinaciones.
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14.2.- Relacién corteza- miga

Se separé la corteza de la miga, se pesaron ambas fracciones y se cal-
culé el porcentaje de cada una de ellas respecto al peso del pan (Barbery col.

1987 b).

14.3.- Densidad

Se midi6 teniendo en cuenta el volumen y el peso de cada pan (Bar-
ber y col. 1987 b).

14.4.- Atributos sensoriales

Con un grupo de catadores no entrenados, se realizé una evaluacién
global o general , en la que se tuvo en cuenta : aspecto exterior, color de la cor-
teza , color de la miga, textura de la miga (se observé si era pegajosa, compacta,
eldstica o esponjosa), aromas y sabores (que se consideraron desde débiles has-
ta olor y sabor intensos a pan) y aceptacién global (desde me gusta mucho o
me disgusta mucho) (Barber y col 1987 b, Collar Esteve y col. 1994 a).

15- Analisis estadisticos
El tratamiento estadistico de los datos se efectué con un programa de

computacién, MicroCal Origin 3.0, mediante el cual se determinaron los pro-
medios, las desviaciones estdndar y se realizaron los graficos.
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1.- Caracterizacion de las muestras de harinas

Con el objeto de utilizar muestras de harinas con indices de calidad
quimicos y microbiolégicos conocidos y uniformes, se emplearon muestras
de la misma procedencia (provenientes del mismo molino y de la misma
marca), que se analizaron quimica y microbiologicamente, descartando aque-
llas muestras cuyos resultados mostraban una desviacién significativa de la
media.

En la Tabla I se muestran los resultados de humedad, cenizas y proteinas
de las harinas de trigo calidad 000 que se utilizaron para los ensayos de panifi-
cacién y de la harina de gluten que se emple6 como fuente de proteinas de
gluten en los ensayos de evaluacién de la actividad proteolitica.

En harina de trigo el contenido de humedad varié en un rango de 12,43
a12,63 g/ 100 g, el de cenizas entre 0,573y 0,610 g/100g y el de proteinas entre
11.90y 12,10 g/100 g.

En harina de gluten se registraron las siguientes variaciones : humedad
de 8,02a8,96g/100 g ; cenizas de 0,672 a 0,820 g/100 g y proteinas de 74,79 g/
100 g a 76,40 g/100 g.

Los resultados obtenidos para harina de trigo pueden compararse con
los datos hallados por Barber y col. (1985 b), Barber y Baguena (1988), Collar
Esteve (1994 a y b), aunque los procesos de panificacién aplicados difieren no-
tablemente de los utilizados en nuestro pais y en este trabajo.

La produccién de pan por proceso mixto es la prdctica industrial mas
utilizada en Espafia. La masa panaria contiene, a la vez, masa madre y leva-
dura prensada comercial. La mayoria de los trabajos muestran datos de ma-
sas madre confeccionadas en el laboratorio, masas madre industriales o ma-
sas preparadas con starters. De todas maneras las harinas de trigo empleadas
para su elaboracién muestran datos de composicién bastante coincidentes. De
acuerdo con la bibliografia mencionada se registran datos de contenido de pro-
teinas de 11,70 a 12,40 % p/ p, valores de cenizas de 0,52 a 0,54 % p/p y resulta-
dos de humedad que varian entre 13,38 y 13,59 % p/p.

Hansen y Hansen (1994) muestran datos de composicién de harinas de
trigo que no resultan tan concordantes, debido a que utilizan harina con dis-
tinto grado de extraccién. La mds parecida es la muestra con mayor grado de
extraccion (75 %), cuyos datos de composicién de proteinas, cenizas y hume-
dad son 14,3 ;0,66 y 13,6 % p/p, respectivamente.

Harinder y Bains (1987) para una harina de 72 % de extraccién, mues-
tran datos de proteinas (Nx 5,7) de 10,1 % p/p.

Kulp y col. (1985) estudian masas preparadas con fermentos liquidos y
y por el método de la esponja, empleando harina de trigo con 11,3 % p/p de
proteinas (Nx 5,7), 0,45 % p/p de cenizas y 14 % p/p de humedad.

No fue posible encontrar datos sobre la composicién de harina de glu-
ten, aunque se registran distintos trabajos donde el gluten es incorporado a
alimentos a base de cereales, para modificar propiedades funcionales, senso-
riales y calidad proteica (Bucky col. 1987) o para mejorar la calidad panadera
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de las harinas (Saiz y col. 1996). Con respecto a este ultimo trabajo, los datos

de composicion obtenidos resultan coincidentes con los obtenidos en esta in-
vestigacion.

TABLA 1: Composicion quimica de las harinas

Harinas de trigo Harina de gluten

Contenido en % (*) “Contenido:; ;;-;;;
Componentes X DS X DS
Humedad 12,-50 0,10 8,48 0,46
Cenizas 0,589 0,185 O,-7-44 0,074
Protefnas ( N x 5,7) 12,01 0,10 75,57 0,80

(*) Valores promedio ( X) y desviacion estandar (DS) para humedad y cenizas de 6 determina-
ciones y para proteinas de 3 determinaciones.

2.- Datos microbioldgicos de las harinas

Los resultados microbiolégicos obtenidos de distintos muestreos de la
harina de trigo 000, se resumen en la Tabla II. Se realizaron 7 muestreos. Los
valores promedios de los datos, muestran una dispersion regular de los re-
sultados entre una partida y otra. Se consideraron cuatro partidas que corres-
pondieron a cuatro cosechas diferentes. De la partida 1, se tomaron tres mues-
tras, de la partida 2 se extrajo una sola muestra pero se realizaron dos procesos
de panificacién, la partida 3 se muestre6 en dos oportunidades y de la partida
4, se obtuvo una muestra.

Barber y Bdaguena (1988) muestran datos microbiolégicos de masas ma-
dre preparadas en el laboratorio y masas madre industriales. La concentracién
de Jos microorganismos en general es superior a la hallada en este trabajo pe-
ro estos autores no indican valores para las harinas.

Mitschele y col. (1978) en nuestro pais, realizaron un estudio comparan-
do valores microbiolégicos para el trigo sin acondicionar, para el trigo acondi-
cionado y para harinas calidad 000 y 0000. De 6 muestras de cada tipo de hari-
nas analizadas, obtuvieron datos promedios de 9-43 coliformes totales/g ; me-
nos de 3 coliformes fecales /g y entre 10-120 esporas/ g. El recuento de bacterias
aerobias meséfilas para ambos tipos de harinas varié entre 2.500- 11.000/g y el
recuento de hongos (en UFC/g) entre 70-750.
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Por otro lado, los recuentos de hongos no mostraron diferencias de
contaminacién entre el trigo sin acondicionar y el trigo acondicionado.

Los resultados hallados son bastante coincidentes con los valores re-
comendados por organismos internacionales como ICMSF (1984) y APHA

(1976)

Los resultados que se muestran en la Tabla II, indican valores de recuen-
tos totales de bacterias mesdfilas, que en forma aproximada, duplican los da-
tos de recuento total obtenidos para mohos y levaduras. De los distintos tipos
de bacterias aisladas se observa un amplio predominio de Lactobacillus sp .
Los conteos de coliformes fueron en general bajos y ademds no se pudieron
aislar en un numero importante de muestras. No se detecté Streptococcus sp
en ninguna de las harinas analizadas. Se observa la presencia de Micrococcus
sp con valores de recuento relativamente constantes. Teniendo en cuenta la
procedencia, actividad de agua, pH y composicién de esta materia prima resul-
tan llamativos los datos relativamente bajos que se observan en los recuentos
de bacterias esporuladas aerobias y bastante significativos los que se muestran
para los Lactobacillus sp.

TABLA I : Contenidos microbiolégicos en harinas de trigo (en UFC/ g)

Partida 1 Partida2  Partida 3 Partida 4 X DS
MI M2 M3 M1-M2 Ml M2 M4 ‘

A 5800 5960 5480 5200 5400 5300 5500 5520 250
B ND ND ND 150 50 40 ND 37 -
C 220 320 220 170 270 170 150 217 56
D 800 1100 900 1200 1300 1400 1300 1143 206
E ND ND ND ND - - - - .
F 200 300 250 200 300 340 200 256 54
;3 2300 2740 2520 2800 2800 2400 2800 2623 1-9—7
H 1200 1500 1300 1400 1350 1200 1200 1308 108

Referendias : A - Recuento de bacterias aerobias mesofilas totales, B - Coliformes totales,
C - Micrococos, D - Lactobacilos, E - Estreptococos, F - Bacterias esporuladas aerobias,
G - Mohos y levaduras (evaluados conjuntamente), H - Levaduras.

ND : No detectados. (-) : No realizado.
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1.3.- Aislamiento de mohos

En el presente trabajo, los mohos hallados correspondieron principal-
mente a hongos del almacenamiento del trigo (ICMSF 1984) y se identifica-
ron por el aspecto de sus colonias y sus caracteristicas microscépicas como es-
pecies de los géneros Aspergillus y Penicillium . Tambien se detectaron con
bastante frecuencia miembros del género Rhizopus, que se reconocieron fa-
cilmente por sus esporas negras (Jay 1981).

Normalmente la flora microbiana de la harina, proviene del trigo y
este a su vez se contamina a partir del suelo, del medio ambiente o en las
fases de recoleccién o manipulacion (Jay 1981)

La evolucién de las técnicas de recoleccién y transformacién de los
productos agrarios, el transporte del trigo y de las harinas a largas distancias
y el escalonamiento del consumo que trae consigo un almacenamiento pro-
longado, constituyen condiciones, que si no se controlan, son favorables pa-
ra la multiplicacién de microorganismos indeseables, particularmente de
mohos (Bourgeois y c0l.1994)

1.3.1.- Caracteristicas macroscépicas y microscépicas
Aspergillus sp

La mayoria de las colonias fueron de color verde amarillento, tanto en
el anverso como en el reverso, aunque también se observaron colonias per-
tenecientes a este género de color pardo o verdoso. En general el micelio pre-
sent6 aspecto algodonoso y plano o poco levantado en el centro de la colonia.

Microscépicamente presentaron conidiéforos no ramificados y no septa-
dos. El dpice mostré un ensanchamiento caracteristico, sosteniendo las fidli-
des, de donde se observé que nacen las cadenas de conidios. Las hifas se visua-
lizaron como tubos largos septados transversalmente.

Penicillium sp

Las colonias correspondientes a este género presentaron color verde
azulado, rodeadas generalmente de un borde angosto mas claro o blanco. La
superficie mostré aspecto aplanado, pulverulento o aterciopelado.

Microscépicamente las hifas aparecieron como tubos del mismo cali-
bre en toda su longitud, provistos de septos transversales. Los conidiéforos
o espordforos no presentaron ensanchamiento en el dpice pero se observa-
ron ramificados, con aspecto de pincel. De estas ramificaciones nacen vertici-
los de esterigmas que sostienen a los conidios.

Rhizopus sp

Las colonias que se identificaron por sus caracteristicas como pertene-
cientes al género Rhizopus mostraron un crecimiento rdpidoy alos2 6 3
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dias se pudo observar un micelio muy algodonoso con pequefios puntos ne-
gros que correspondia a los esporangios.

Microscépicamente se observaron hifas de grosor uniforme, desprovis-
tas de septos transversales y manojos de filamentos rigidos, los esporangidfo-
ros, que terminaban en un esporangio de color negro brillante. Este esporan-
gio tiene una pared central estéril, la columnela, rodeada de varios cientos de
esporas protegidas por una pared, en cuyo interior se mantienen durante su
evolucién (Bourgeois y col 1994.)

Fotografia 1: Aspecto de las colonias de Aspergillus, de color verde amarillen-
to, algunas con el centro mds marcado,verde musgo y de Penicillium,de color
verde azulado, correspondientes a los géneros mds frecuentemente hallados
en las harinas.
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2.- Datos alveograficos

Los ensayos de panificacién se realizaron con partidas de harinas 2, 3 y
4. Se practicaron cinco ensayos agregando levadura comercial y tres procesos
en ausencia de levadura. En todos los casos se efectuaron previamente los ana-
lisis alveograficos, cuyos resultados se observan en la Tabla IIl. También se in-
cluyen los datos de la partida 1, aunque ésta posteriormente no se empled en
procesos de panificacion.

Los datos obtenidos en lo que respecta a absorcién de agua y trabajo de
deformacién indican un buen potencial de las harinas para la panificacién y
son superiores a los hallados por otros autores. Barber y col. (1989) determina-
ron valores de absorcién de agua de 58,2 ml/100 g y datos de trabajo de defor-
macién de (W) de 221x 1047.

TABLA III : Datos alveogréficos de las harinas de las partidas 1, 2, 3 y 4

ALVEOGRAMAS 1 2 3 4 X DS

Absorddn de

agua(ml/100 59,5 63,5 63 65 63 1,8
¢ de harina)
Trabajo de defor- 311 362 343 352 352 17

macién x 104 (J)

Duracién del
amasado 6 7 7 7 7 0,4

(minutos)

Tiempo de prefer- 63 65 64 69 65 2,3

tacion (minutos)

66 % del tiempo de 42 43 42 45 43 1,2

prefermentacion

Tiempo de fermen- 76,5 80 78,5 80,5 79 1,5

tamentacién final
{minutos)

X : Valores promedio DS : Desviacién estandar

De acuerdo con las condiciones que rigen para la técnica de panificacion
empleada, para un tiempo de amasado promedio de 7 minutos, se establecie-
ron dos periodos de 4 y 3 minutos, entre los cuales se realiz6 un descanso de
2 minutos. El tiempo de prefermentacion promedio fue de 65 minutos y se di-
vidié en dos periodos, el correpondiente al 66 % del tiempo de prefermenta-
cién y el restante de 22 minutos. Tambien de acuerdo con dicha metodologia
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la fermentacion se llevé a cabo realizando dos levados sucesivos y el punteo
o levado final se dié por terminado a los 79-80 minutos, es decir, cuando la
linea de contacto de la pasta sobrepasé el borde del molde en su parte central.

3.- Microflora de las masas

La microflora de las masas fermentadas con levadura ( S.cerevisiae )
presentan un alto nimero de unidades formadoras de colonias de esta espe-
cie por gramo de masa, acompafiado por un complejo de levaduras natura-
les, algunos mohos y una concentracién importante de bacterias, principal-
mente lacticas (Pederson 1971, Bourgeois y Larpent 1995).

En las masas preparadas sin levadura y sin la adicién de bacterias ini-
ciadoras de la fermentacién, la microflora estd representada por la poblacién
de microorganismos que se pueden encontrar en una harina cuando se de-
ja fermentar y se mantiene en buenas condiciones de desarrollo, en cuanto
a aporte de agua, temperatura de incubacién, etc. (Bourgeois y Larpent 1995).

La fabricacién de la masa es un medio eficaz de multiplicacién de los
microorganismos presentes, ya que se observa un aumento importante de
bacterias y levaduras naturales o agregadas, durante el proceso (Bourgeois y
Larpent 1995))

Sin embargo es muy revelador comparar datos de la poblacién de le-
duras introducidas en la pasta durante un trabajo en directo (al 2 % p/p, es
decir, alrededor de 108 a 4 x 108 células de levadura por gramo de pasta), con
el crecimiento y la concentracién de levaduras de una masa espontdnea. La
poblacién de levaduras de la primera es por lo menos 10 veces superior a la
concentracién de estos microorganismos en la segunda. Cuando se panifica
a partir de una masa con levadura, se obtiene aproximadamente el equiva-
Jente de hasta un gramo de levadura por kilogramo de harina, lo que expli-
ca la falta de desarrollo y la lentitud del hinchamiento de masa sin levadu-
ra (Bourgeois y Larpent 1995)

En este trabajo y de acuerdo con lo fijado en el proceso de panificacién
experimental que se siguid, se emple6 una concentracién de levadura de 3
gramos por cada 100 gramos de harina (SAG, método experimental de pani-
ficacién 1952)

Barber y col. (1983, 1985 ay b, 1989, 1991) emplean cantidades varia-
bles de levadura, siempre inferiores a un gramo, debido a que ademas adi-
cionan masas madre o starters.

Finney (1984) agrega 2 gramos por cada 100 gramos de harina y Kulp
y col. (1985) utilizan para el procedimiento de panificacién esponja 2-3 gra-
mos de levadura.

Pomeranz y col. (1984) emplean 4 % p/p de este microorganismo para
masas preparadas con harina de trigo, 1% p/p para masas con harina de cen-
tenoy 1,9 % p/p para la mezcla de ambas.

Pomeranz (1985 a) muestra la composicién de las masas para panes de
distintos paises, indicando una concentracién de levadura adicionada que os-
cilaentreel 1,8 y el 55% p/p.
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Podemos entonces concluir, que para distintos tipos de procesos, la
cantidad de levadura agregada a las masas varia entre un 2y 5 % p/p.

El aumento de la dosis de levadura permite acelerar el hinchamien-
to de la pasta. Asi pues para un 2 % p/p de levadura se necesita un 1/3 de
tiempo menos para obtener el mismo volumen que para un 1 % p/p de le-
vadura. Conun4 % p/p de levadura se necesita solamente la mitad del
tiempo requerido paraun 1 % p/p de levadura. Sin embargo, la velocidad
de produccién de CO; tiende a disminuir, a dosis muy grandes (Bourgeois
y Larpent 1995).

La microflora de las masas, en general, va a depender de las materias
primas de las que se parte, de la concentracién de levadura agregada y fun-
damentalmente, del tipo de proceso desarrollado.

3.1. - Recuentos microbiolégicos

En las tablas IV y V se muestran los valores de los recuentos microbio-
légicos obtenidos para masas con levadura y sin levadura, respectivamente,
para muestras de las partidas 2, 3y 4.

Se observa bastante variabilidad de los resultados en lo referente a re-
cuentos de bacterias aerobias totales, coliformes y en algunos casos lactobaci-
los, esto podria deberse a la utilizacién de harinas de cosechas diferentes.
Aunque cabe mencionar que los datos cuantitativos de la flora de masas fer-
mentadas elaboradas con harina de trigo, existentes en la bibliografia (Peder-
son 1971, Barber y col. 1983, 1987a y 1989, Barber y Bdguena 1988, Bourgeois y
Larpent 1995), demuestran también una diversidad importante, lo que indi-
ca bastante dificultad en conocer la flora de las masasy sus valores de re-
cuento.

TABLA IV: Recuentos microbioldgicos de masas preparadas con levadura
para distintas partidas de harinas.

Proceso realizado con muestras de partida 2 :

Bacterias aero- Coliformes Micrococos Lactobacilos
bias mesofilas totales

to 5520 + 250 37 (**) 217 + 56 1143 +206
t(*) 5600 40 332 1600

tpf 9650 + 1050 30 346 +53 2915 +285
tee 10950 + 1550 10 268 +28 2925 +75

Valores promedio correspondientes a lecturas de 3 placas y dos procesos de panificacién
(*) Corresponden a un tinico proceso. (**) Detectados sé6lo en algunas muestras.
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Proceso realizado con muestras de partida 3 :

Bacterias aero- Coliformes Micrococos Lactobacilos
bias meséfilas totales

to 5520 + 250 37 (%) 217 + 56 1143 +206
4 5950 +350 80 +60 235435 1460 + 60

tpf 8300 + 300 25 115 375 +95 2625+125
e 7750 %650 a 10 468 +12 6150 +150

Valores promedio correspondientes a lecturas de 3 placas y dos procesos de panificacion.
(*) -Detectados sélo en algunas muestras.

Proceso realizado con muestras de partida 4 :

Bacterias aero- Coliformes Micrococos Lactobacilos
bias meséfilas totales

t, 5520 %250 37(%) 217 +56 1143 + 206
i 5700 ND 290 1200
tof 8300 ND 300 4300
tg 8200 ND 430 5800

Valores promedio correspondientes a lecturas de 3 placas en un tinico proceso de panificacién
Referencias: ND - No detectados. (") - Detectados sélo en algunas muestras
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TABLA V : Recuentos microbiolégicos en masas preparadas sin levadura

para distintas partidas de harina.

Proceso realizado con muestras de partida 2 :

Bacterias aero-  Coliformes Micrococos Lactobacilos ~ Levaduras
bias mesofilas totales
to 5520 4 250 37 (*) 217 + 56 1143 + 206 1308+108
t NR NR NR NR NR )
tpf 8600 50 370 10400 1800
g 14300 ND 290 18400 2800

Valores promedio correspondientes a lecturas de 3 placas en un tinico proceso de panificacién.

Referencias : ND - No detectados. NR - No realizado

Proceso realizado con muestras de partida 3 :

(*) - Detectados sélo en algunas
muestras

Bacterias aero-  Coliformes Micrococos Lactobacilos Levaduras
bias mesofilas totales
to 5520 +250 37 (%) 217 £ 56 1143 + 206 1308+108
t 7100 40 180 4600 1500
tot 10300 25 370 13000 1700 o
tg 15600 ND 290 16700 2800

Valores promedio correspondientes a lecturas de 3 placas en un tinico proceso de panificacién.

Referendias : ND - No detectados.

(*) - Detectados sélo en algunas muestras



Proceso realizado con muestras de partida 4 :

Bacterias aero- Coliformes Micrococos
bias mesofilas totales

Lactobacilos Levaduras

to 5520 + 250 37 (%) 217 £ 56 1143 £206  1308+108
t; 7200 ND 180 14600 1500
tpf 12000““ ND 70 15800 2000
tg 17000 ND 285 14900 2750

Valores promedio correspondientes a lecturas de 3 placas en un tnico proceso de panificacién.
Referencias : ND - No detectados. (*) - Sélo detectados en algunas muestras
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3.2.- Evolucién de la microflora a lo largo del proceso

Los promedios totales de recuentos, para masas con levadura y sin le-
vadura, se exhiben en las Figuras 1y 2, y correponden a los resultados obteni-
dos en distintas etapas del proceso de panificacién, de los cuales no se han en-
contrado datos publicados. Estos graficos muestran perfiles microbiolégicos
para las masas con levadura y sin levadura que indican la misma tendencia,
tanto para los recuentos de bacterias aerobias meséfilas totales, como para ca-
da tipo de microorganismo.Teniendo en cuenta que los primeros puntos de
estas figuras corresponden a los datos microbiol6gicos obtenidos con las hari-
nas (valores al tiempo t,), se considera que la formacién de la masa se produ-
ce a partir del mezclado de los ingredientes y del amasado. Se observa que los
recuentos de la mayor parte de los microorganismos asciende ligeramente
después del amasado inicial. Esto podria explicarse considerando que la acti-
vidad de agua (ay) de la harina y del resto de las materias primas es baja, pre-
sentando valores promedio de 0,61-0,85 (Jay 1981). Al preparar la suspension
de levadura y la solucién de aztcar-sal e incorporarlas a la harina durante el
amasado, se produce un incremento brusco de la ay, que no sélo permite el
crecimiento de Saccharomyces cerevisize, sino también el de otras levaduras
y microorganismos presentes

En los cereales existen varios tipos de levaduras naturales entre los que
se destacan los géneros Saccharomyces, con las especies S.cerevisiae y S.exi-
guus como las mds corrientes, Cdndida con las especies C. krussei, aislada de
masas con harina de centeno (Spicher y col. 1981 y 1982) y C. tropicalis, citada
por Hardy (1982) en su estudio sobre cuatro masas de pan francés. También
se han identificado levaduras del género Torulopsis (T.holmii) y algunas es-
pecies del género Pichia. Sin embargo, debido a que la ay, en los cereales y ha-
rinas estd muy por debajo de 0,87, se observa que el crecimiento de estos mi-
croorganismos se encuentra bastante limitado, incrementdndose cuando ta-
les productos se mezclan con agua o se preparan las masas. Logicamente en
esta etapa, solo se detecta un ligero incremento de los recuentos, debido a
que el tiempo de contacto es muy corto.

Las bacterias presentan un comportamiento similar. En principio debe-
mos considerar que el aumento de la a,, afecta positivamente el crecimiento
bacteriano; la mayor parte de las bacterias tiene un desarrollo 6ptimo alrede-
dor de 0,990 a 0,995, presentando para valores mds bajos, una tasa de multi-
plicacién menor y en algunos casos nula. Cuando esto ultimo sucede, las bac-
terias que se ven mds afectadas son los bacilos Gram negativos, cuyo lugar
es ocupado progresivamente por cocos o lactobacilos que toleran mejor las
condiciones ambientales adversas, representadas en este caso por la menor
actividad de agua (Mossel y Moreno Garcia 1985). Esto sefiala una coinciden-
cia con los resultados que se obtuvieron para las harinas, que muestran una
flora bacteriana predominante constituida por Lactobacillus sp y por Micro-
coccus sp. Las harinas pueden contener distinto tipo de bacterias Gram nega-
tivas, siempre en numero escaso. Las mds comunes estan representadas por

Escherichia coli, Aerobacter aerogenes, Serratia marcescens, Flavobacteium
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sp, Pseudomonas sp, etc. (Bourgeois y Larpent 1995).

En este trabajo se consideraron a los coliformes totales como los micro-
organismos mds representativos de las bacterias Gram negativas. Para el caso
de las harinas, se estimaron como datos de recuento inicial,valores aproxima-
dos de 37 UFC/ g, dado que no se detectaron en un gran nimero de muestras
o se obtuvieron recuentos muy bajos. Para este grupo de microorganismos ca-
be destacar que la condicién de baja ay de las harinas, determina una disminu-
cién muy notable en la tasa de crecimiento o una inhibicién total de su desa-
rrollo, que se revierte en algunos casos, al suspender en agua los ingredientes
y amasar la mezcla. Ademds, se advierte que en masas con levadura, en el pe-
riodo de tiempo correspondiente al amasado, los datos de estos microorganis-
mos muestran una dispersién considerable y dan en algunas muestras datos
mayores y en otras menores a los obtenidos en las muestras de harinas. En ge-
los valores promedio muestran una tendencia a disminuir, que se refleja tam-
bién en las otras etapas del proceso, sobretodo cuando la fermentacién avanza
y el crecimiento de lactobacilos se hace mds notable. En las masas sin levadu-
ra, en cambio, en el amasado los valores de coliformes se mantienen bastante
constantes, reflejan una tendencia a disminuir en la prefermentacién y desa-
parecen en la fermentacién final. Estas curvas caracteristicas de las bacterias
Gram negativas no se observa para las otras bacterias presentes en la masa,
debido a que fisiologicamente ellas toleran mejor la a,, propia de las harinas
e inicialmente presentan valores de recuento mds altos.

Otra observacién que cabe considerar, tiene relacién con la velocidad de
crecimiento de los microorganismos cuando asciende la a,, a 0,98 o mds. En
general, en estas condiciones, pueden crecer casi todos los microorganismos,
pero las bacterias, lo hacen con una velocidad mayor, siguiéndole en orden
de velocidad de crecimiento, las levaduras y por tltimo los mohos (Mossel y
Moreno Garcia 1985, Bourgeois y col. 1994, Bourgeois y Larpent 1995). Este he-
cho también condiciona la seleccién de la microflora y el predominio de deter-
minados microorganismos al finalizar el proceso.

En relacién a la velocidad de crecimiento, los resultados muestran que
tanto para masas con levadura como para masas sin levadura, el crecimiento
de los lactobacilos ocurre principalmente entre los 0-60 minutos.

En ]as masas sin levadura agregada, se pudo observar el desarrollo de le-
vaduras naturales o propias de la harina. La curva indica una velocidad de cre-
cimiento que mantiene su concentracién relativamente constante a través del
tiempo. De acuerdo con Bourgeois y Larpent (1995) esta diferencia podria tener
relacion con el tamafio de las células. Las levaduras por gramo de masa resul-
tan menos numerosas porque ocupan mayor volumen. El volumen de una cé-

lula bacteriana es del orden de 1pm3a 10 um?3 mientras que el de una célula de

una levadura es del orden de 30 a 100 um3.

También se observa que en las masas sin levadura, el crecimiento de lac-
tobacilos ocurre mds rdpido y su concentracién alcanza valores mds altos a los
60 y a los 180 minutos.

Con respecto al tercer punto de las Figuras 1y 2, correspondiente a la pre
fermentacion, debe tenerse en cuenta que en esta etapa, las masas se colocan en
la estufa y se mantienen a 37 °C. Esto significa que la mayoria de los microrga-
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nismos se llevan a su condicién de temperatura de crecimiento 6ptima, lo
que produce un incremento en los valores de recuento, que se observa tanto
para las bacterias aerobias mesofilicas totales, como para los lactobacilos. Cabe
mencionar, que no existe una correlacién directa entre el crecimiento de las
bacterias aerobias mesdéfilas totales, que se cultivan en aerobiosis, a37°Cy a
pH 7-7,2 y el desarrollo de los lactobacilos, dado que estos cuando se cultivan
se llevan a sus condiciones 6ptimas de crecimiento, en lo referente a compo-
nentes del medio, temperatura de crecimiento, condiciones de pH y microae-
rofilia. Sin embargo, ambas curvas de crecimiento muestran una tendencia a
aumentar, mucho mds notable para los lactobacilos, lo que indicaria una gran
capacidad de adaptacién de éstos, a las condiciones fisico-quimicas de la pasta
(sustrato nutritivo complejo y bastante rico en vitaminas y sales minerales,
ambiente anaerébico o microaerdfilo y condiciones de temperatura adecua-
das).

Respecto al ultimo punto de la curva, correspondiente a la fermenta-
cién final, debe considerarse que en esta etapa, las masas son mantenidas a 37
°C en el molde, y que las muestras se tomaron a los 180 minutos de iniciado
el proceso. Los resultados indican un aumento significativo de la microflora
propia de las masas, sustentado sobre la base de un marcado enriquecimiento
de la flora natural de las harinas, pero acompafiado ademds, de una seleccién
de los microoganismos, determinada por las condiciones del proceso.

En las masas con levadura (Figura 1) no pudieron leerse los valores de
recuentos de levaduras naturales, debido a que las colonias de Saccharomy-
ces cerevisize ocupaban toda la placa.

En ningtn caso, pudo aislarse Streptococcus sp y los conteos de mohos
y Bacillus sp fueron poco significativos tendiendo a desaparecer en la fermen-
tacién final, razén por la cual estos valores no se muestran.
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FIGURA 2: Masas sin levadura - Valores promedio para tres determinaciones
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3.3.- Caracterizaciéon de los microorganismos

En las Tablas VIy VII se indican los resultados que se obtuvieron en
las reacciones de caracterizacién de los géneros y especies de los microorganis-
mos mas predominantes en las masas. La Tabla VI muestra las caracteristicas
del género y de las especies de Lactobacillus aisladas. Del total de bacterias éci-
do-ldcticas se tomaron 50 colonias tipicas de Lactobacillus. Algunos de estos
aislamientos se efectuaron a partir de masas con levadura y otros a partir de
la pasta sin levadura. El mayor niimero de colonias se obtuvo de las etapas de
prefermentacién o de la fermentacion en el molde.

Del namero total de colonias aisladas, se identificaron las siguientes es-
pecies y proporciones L.plantarum var.plantarum 40 %, L.brevis 35 %, L.casei

subespecie casei 6 % y L.confusus 2 %.

Las especies L. plantarum y L. brevis son las mds frecuentemente halla-
das en masas de panaderia. Hardy (1982), de 100 cepas de bacterias ldcticas aisla-
das de cuatro masas de pan tipo francés, encontré que un 77 % correspondié a
Lactobacillus y de estos obtuvo : L.plantarum 39 %, L.brevis 24 %, L. casei 8%,
L.fermenti 5 % y L.delbrueckii 1 %. Los trabajos de Spicher y col. (1981 y 1982),
en masas de centeno dieron resultados muy similares con tres especies que pre
dominaron cuantitativamente: L.plantarum (33 %), L.brevis (25 %) y L.fermen-
ti (10 %). Barber y Baguena (1988) aislaron de las masas madre preparadas en el
laboratorio, L.brevis 44 %, L.cellobiosus 17 % y L.plantarum 6,25 %.También
fueron las especies mds abundantes en las masas madre del panettone italiano
(Galli y Ottogalli, 1973), del pan de Sangak (Azar y col. 1977), del pan de Marrue-
cos (Boraam y col. 1993), del mawe, masa fermentada del maiz (Hounhouigan
y col. 1993).

La especie L.casei casei se identificé en muy pocos aislamientos y de acuer-
do con la bibliografia consultada, pudo constatarse que sélo fue aislada por Har-
dy (1982) y por Boram y col. (1993).

Una sola colonia respondi6 a las caracteristicas de L.confusus, esta espe-
cie también ha sido identificada en el pan de sorgo con 24 horas de fermenta-
cién, por Mohammed y col. (1991)

El resto de las colonias, que habian mostrado una morfologia con carac-
teristicas semejantes a las que presentaban los lactobacilos, tincién de Gram
positiva y prueba de la catalasa negativa, no respondieron a las pruebas bioqui-
micas con resultados tipicos.

De un total de 10 colonias de Micrococcus aisladas, 4 se identificaron co-
mo M.luteus. Esta especie también fue hallada por Barber y Baguena (1988) en
las masas madre utilizadas en procesos de panificacién de Espafia (método es-
ponja) y en masas madres preparadas en el laboratorio. También se identifica-
ron M.lylae (30%) y M.kristinae (20 %). Cabe destacar que respecto a estos titi-
mos hallazgos, no se han podido detectar en los datos bibliograficos existentes,
resultados similares. También se observan diferencias, en lo referente a otros
cocos Gram positivos tales como Streptococcus sp, por ejemplo en las masas
madre de Espaiia, se obtuvieron recuentos de estreptococos del orden de 4 x
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104 células/g y valores mds elevados cuando se les agregé salvado de trigo,
en cambio, en masas agrias de trigo (El-Tamini, 1975) y de centeno (Spicher
y col. 1981 y 1982), se encontraron en muy baja proporcion.

Fotografia 2 : Colonias redondas, color blanco crema y otras de forma lenticu-
lar, a veces incrustadas en el medio, tipicas de Lactobacillus en agar MRS.
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TABLA VI : Caracteristicas de género y especies de Lactobacillus sp

Caracteristicas A B C D E F
Morfologia Bac Cort|bacilos larg |bac. larg |bac.med |bac. med |Bac. cort

Movilidad - - - - - -

Col. de Gram + + + + + +
Crec.en anaerob:
en MRS a 15°C + + + + + +
en MRS a 37 °C + + + + + +
en MRS a 45 °C - - - - - .
Crec. en MRS
con CINa 6.5% + + + + + +
Act. de Catalasa - - - N N N
Pba Oxidasa - - - N N -
Hid. de arginina + - - - " "

Red. de Nitratos - - - - _ N

Hid. del Almidén + + + + + +
Utilizacién de:
Amigdalina - + + - + -
Arabinosa + d d + - +
Esculina - + + - + -
Galactosa - + + + + -
Manosa - + + + + -
Melibiosa + + + - - +
Lactosa - + + - - -
Cellobiosa - + + - + -
Salicina - + + + + -
Sorbitol - - - + - -
Trehalosa - + + + - -
Xylosa - - - - + -
Manitol - + + + - -
Maltosa + + + + + +
Fructosa + + + + + +
Glucosa + + + + + +
Sacarosa d + + + + d
Ramnosa - - - - - -
Referencias:
A yB: Cepas aisladas de masas con levadura
C,D,E yF: Cepas aisladas de masas sin levadura
+ : Positivo
: Negativo
d: Dudoso

A: L.brevis ; B :L.plantarum var. plantarum ; C: L. plantarum var. plantarum ; D:L ca
D : L. casei subsp. casei ; E :L.confusus ; F :L.brevis.
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TABLA VI : Caracteristicas del género y especies de Micrococcus sp.

Caracteristicas

Crec. en
aerobiosis
a35°C

Col. Gram

+

+

+

+

Disposicion

€n

tetr

en tetr.

en tetr.

en tetr

Colonias

red ext

conv. lis.

red. lis.

redond.

Pigmentac.

naranja pal.

amarilla

blanco crema

blanco crema

Capsula

Movilidad

Crec. agar
Furazolidina

+

+

+

+

Ferm. aerob.
de Glucosa

Ferm. anaer.
de Glucosa

Oxidasa

Catalasa

Hid.de esculina

Hid.de arginina

Red. de Nitratos

Crec. NaCl
al 7.5%

Crec. NaCl
al 10 %

Crec. en agar
Citrato Simmons

Hid.de tween 80

Hid.de almidon

Prod.acetoina

Fermentacion:
Manosa
Lactosa

Galactosa

Fosfatasa

Crec. en medio
con N inorganico

A : M. kristinae
Referencias :
positivo : +

en tetr: en tetrada

B : M. luteus

negativo : -

S

conv. lis : convexas lisas

redond : redondas.

C: M lylae

D : no especifico

dudoso:d No detectado : ND

red ext : redendas extendidas

red. lis. : redondas lisas

naranja pal. : naranja palido
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En la Tabla VIII se muestran las caracteristicas de las dos especies de
Bacillus aisladas de las harinas. En las masas, se obtuvieron resultados nega-
tivos o poco significativos (1 6 2 colonias por placa), razén por la cual estos
recuentos no se tuvieron en cuenta. Los cultivos obtenidos de las harinas
mostraron en caldo nutritivo crecimiento aerébico y formacién de una pe-
licula de pigmentacién marrén. La hidrélisis de la esculina di6 resultados
positivos, por lo que se orientaron las pruebas hacia la biisqueda de cuatro
especies que cumplen con esta condicién (B.subtilis, B.cereus, B.coagulans
y B.megaterium ). La ausencia de lipasas, el crecimiento en medios bdsicos
con glucosa y sales de amonio (sin vitaminas ni otros factores de crecimien-
to ) y la imposibilidad de desarrollar a pH 5, indicaron la presencia de B.sub-
tilis y B.megaterium. Las pruebas diferenciales de ambas especies se muestran
en la Tabla IX. En agar polimixina-yema de huevo-manita se obtuvieron co-
lonias rugosas color rosado, lecitinasa positiva, para B.subtilis y negativa pa-
ra B.megaterium.

La ausencia de estos microorganismos en las masas podria deberse a
su dificultad para crecer en medios de pH 5 o menores.

De acuerdo con los datos bibliogréficos disponibles, tampoco se han de-
tectado Bacillus sp en otras masas de panaderia. Bourgeois y Larpent (1995)
sostienen que si bien es posible aislar ciertas especies de estos microorganis-
mos en algunas masas, ellos estan presentes en una proporcién muy baja.

Si estos microorganismos desarrollan en las masas, se produce un ti-
po de alteracién que se denomina "viscosidad” que se debe fundamental-
mente al crecimiento de determinadas cepas de Bacillus subtilis , conocido
también como B. mesentericus. La viscosidad se manifiesta con estructura
filamentosa y se puede observar rompiendo cuidadosamente un lote de pas-
ta en dos partes.

Los microorganismos provienen de la harina y crecen cuando la masa
no alcanza un pH demasiado bajo y se mantiene a temperatura adecuada un
periodo de tiempo suficiente (Jay 1981). Esta alteracién se produce en muchas
ocasiones cuando se prepara masa para el pan casero.



TABLA VIII : Caracteristicas del género Bacillus

Caracteristicas
Col. de Gram +
Movilidad +
Formacién
endosporas +
Forma red
esporas elong
Crec. aerob. +
Crec. anaerob. +
Req.f.de crec. e
Pba de la catalasal +
Pba de la oxidasal *
Lecitinasa +
Red. de Nitratos +
Red. de Sultatos -

TABLA IX : Caracteristicas de las especies de Bacillus

[oa]

Hid.de la esculina

Pba de la catalasz

Acido de glucosa

L-arabinosa

D-xilosa

D-manitol

Hid. caseina

Hid. gelatina

Hid. almidon

Util. de citrato

SO E N R R E ER P i i DS

+ 4+ [+ ]+ |+ |ojalal+ |+

Crec. a pH 6,8

Crec.apH5

Red. de nitratos

Reac. lecitinasa

Voges Proskauer

+ 14 |4 14

A : Bacillus subtilis

B :

Bacillus megaterium
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Referencias :
positivo : +
negativo : -
variable : +

red: redondos

elong : elon-
gados

Referencias :

positivo : +
negativo ; -
dudoso : d


Req.f.de
Hid.de
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La Tabla X muestra los resultados que se obtuvieron en los cultivos y
en el test IMVyC, utilizados para la caracterizacién de los coliformes.

Las cepas 1, 2 y 3 se identificaron como coliformes"irregulares”, es de-
cir, que respondieron a caracteristicas de estas bacterias que no mostraron las
reacciones tipicas de Escherichia coli, ni de otros coliformes. Las cepas 4,5y
6 dieron resultados coincidentes con los que presenta el grupo denominado
"intermedio tipo I" (ICMSF 1983). Ninguna de las cepas desarroll6 colonias
verdosas con brillo metdlico en EMB, ni tampoco crecieron a 44,5 °C.

No se identificaron microorganismos pertenecientes al género Enfe-
robacter ni Citrobacter. En masas madre espafiolas se encontraron 5,2 . 102
coliformes/ g (Barber y Baguena 1988). Los valores fueron similares a los en-
contrados en otras masas madre (Galli y Ottogalli 1973). Sin embargo, los
mismos autores sefialan que no han podido detectar coliformes en algunas
masas, debido probablemente al pH muy bajo.

En estos trabajos, no se han realizado seguimientos de los coliformes
a lo largo del proceso, por lo tanto no se han podido comparar con los resul-
tados obtenidos de esta investigacion.

TABLA X : Caracteristicas de los coliformes totales aislados de las masas.

Cultivo en caldo Cultivo en cal- I M V C
Cepas Mc Conkey, incu- do Mc Conkey,

bacién: 37 °C, 48 h inc:44,5°C,48 h
1 + (dcidoy gas) - - = - +
2 - (4cidoy gas) - - - - +
3 + (4cido) - (gas) - - . - +
;L- --------- + (dcido) poco gas - & + + +
5 + (dcidoy gas ) i b i@+
6 + (4cidoy gas) - - + o+ +

Referencias : + (positivo) ; - (negativo) ; + (variable) ; +(d) positivo débil ;1:Indol; M :Ro-
jo demetilo; V:Voges Proskauer; C: Citrato
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Los mohos y las levaduras no fueron caracterizadas por pruebas bio-
quimicas y/ o fisiol6gicas. Se realizaron conteos y se observaron las caracte-
risticas de las colonias. Cabe destacar que el recuento de mohos mostré valo-
res en marcado descenso durante el desarrollo de las etapas de panificacién.

4.- Efectos de los microorganismos en las masas
4.1. - Accion de los microorganismos sobre sustratos basicos

Los microorganismos ejercen acciones especificas sobre determinados
sustratos de las masas, que tienen gran importancia en la panificacién. Los
principales efectos de los microorganismos se manifiestan a través de reaccio-
nes hidroliticas frente a almidén, proteinas o lipidos o por procesos fermen-
tativos frente carbohidratos simples.

Las o y § amilasas propias de las harinas y las que provienen de los
microorganismos hidrolizan el almidén y producen azicares simples como
maltosa, maltotriosa o glucosa. Para acelerar la degradacién del almidén pue-
den agregarse amilasas de la malta o glucoamilasas flingicas que completan
la accién de las enzimas propias del sistema (Bourgeois y Larpent 1995)

También se producen reacciones de hidrélisis frente a sacarosa, incor-
porada a las masas o rafinosa proveniente del cereal. Como resultado de es-
tas acciones se generan azticares simples como glucosa, fructosa, galactosa,
etc. (Bourgeois y Larpent 1995)

La accién de los microorganismos frente a las proteinas da origen a pép-
tidos y aminodcidos. Algunos productos resultantes, como glutamina, proli-
na, alanina, arginina, etc, son necesarios para el crecimiento de levaduras al
comenzar la fermentacion (Bourgeois y Larpent 1995). En general, cabe des-
tacar que la presencia de material nitrogenado soluble en el medio, favorece
el desarrollo y la actividad de los microorganismos fermentativos.

La lipdlisis es relativamente limitada, pero la pequefia cantidad de pro-
ductos que en ella se producen puede influir sobre el gusto y el aroma (Bour-
geois y Larpent 1995).

En la fermentacién ldctica de los carbohidratos, las bacterias acidoldcti-
cas sintetizan su ATP y producen 4cido lactico, como producto final (homo-
fermentacién) o son capaces de generar ademds del dcido ldctico, etanol, ace-
tato y CO; (heterofermentacion).

La actividad amilolitica, proteolitica, lipolitica y fermentativa de los mi-
croorganismos se estudié sobre distintos sustratos. Para ello, se emplearon los
los componentes bdsicos de las harinas y de las masas y se consideraron las po-
sibles acciones de los microorganismos.
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4.1.1.- Actividad amilolitica

Esta investigacion se desarroll6 empleando distintas técnicas y un me-
dio base con almidén de trigo. Se aplicé para las cepas L.plantarum, L.brevis,
L.confusus, M.luteus, M kristinae, M.lylae y B.subtilis..No se realiz6 para L.ca-
sei subsp.casel porque este microorganismo se obtuvo en los ultimos aisla-
mientos.

Cuando se emple6 el cultivo en placa, el grado de hidroélisis se expresé
por cruces, de acuerdo al tamafio del halo transparente observado después de
revelar por Lugol.

Los resultados que se exhiben en la Tabla XI indican que los Lactobaci-
llus presentaron una actividad amilolitica regular o débil a las 3 y a las 24 ho-
ras de incubacién. Excepto para L.plantarum donde se observé una reaccién
positiva débil, los demads lactobacilos no mostraron capacidad para formar car-
bohidratos simples. Los valores de absorbancias leidos para el complejo iodo-
almidén remanente, indicaron también una accién hidrélitica no muy marca-
da aunque un poco mds notable para L.plantarum. A las 3 horas de incubacién
los porcentajes de conversién del almidén fueron bajos ( 8,54 % para L.plan-
tarum, 2,44 % para L.brevis y 2,44% para L.confusus) ,valores que sélo aumen-
taron ligeramente con 24 horas de incubacién. Para este tipo de microorganis-
mos, no pudo detectarse actividad amilolitica por extraccién de amilasas extra-
celulares y la longitud de las cadenas de almidén, medidas por oxidacién con
periodato de sodio, mostraron pocos cortes o presencia de cadenas mds largas.

El microorganismo que mostré mayor actividad amilolitica en los distin-
tos medios, fue B.subtilis.Esta especie evidencié capacidad para formar carbohi-
dratos reductores simples y produjo una conversién del almidén a las 3 horas
de incubacién de 12,2 % y a las 24 horas de 34 %. También se observaron resul-
tados positivos por actividad de amilasas extracelulares. Esta actividad se deter-
miné por la presencia de carbohidratos reductores que se obtuvieron después
de incubar la enzima con almidén cocido en condiciones 6ptimas. No se obtu-
vo igual efecto cuando se enfrenté a la enzima con almidén crudo.

Para considerar estos resultados es importante tener en cuenta, que B.
subtilis no pudo aislarse de las masas preparadas en este caso y que en general
no forma parte de la microflora natural de las mismas, aunque si pudo aislar-
se de las muestras de harinas.

Las especies de Micrococcus ensayadas no mostraron capacidad para hi-
drolizar el almidén en ningun caso.

Por otro lado, la harina sola mostré una actividad diastdsica mucho ma-
yor comparada con la de los lactobacilos y tambien mayor a la obtenida frente a
las amilasas de B.subtilis.

La actividad diastdsica de las harinas se evalué por la capacidad de sus
enzimas de formar azticares reductores, expresados como mg de maltosa /10g
de harina, en condiciones de temperatura y tiempo adecuadas.

En todos los casos fue posible determinar cuantitativamente la presen-
cia de azucares reductores.

Este ensayo se realizé con muestras de harina estériles (tomadas como
muestras sin amilasas bacterianas), esterilizadas por radiacién microonda y
con muestras de harina que no habian recibido ningtn tratamiento.
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Los resultados para las harinas estériles variaron entre 101-106 mg de
maltosa por cada 10 g de harina y para las mismas muestras sin esterilizar,
entre 116-121 mg de maltosa /10 g de harina. Estos valores indican que no
existen diferencias notables. Si esta variacién es atribuible a la presencia de
amilasas bacterianas podria interpretarse que su actividad es escasa, coinci-
diendo esto con los resultados anteriores.

Esto indica ademds que la amilasa de la harina (no de origen microbia-
no) no es afectada por el tratamiento con microondas realizado.

Los valores de actividad diastdsica obtenidos resultaron algo menores
que los hallados por otros autores. Harinder y Bains (1987) empleando la téc-
nica de la AACC 1976, encontraron resultados de 220 mg de maltosa/10 g.

TABLA XI: Actividad amilolitica de Lactobacillus y Bacillus

L.plantarum L.brevis L.confusus B.subtilis T™)
Cultivo en
placa (+: 1 mm) ++ ++ + +++ -
Presencia de car-
bohidratos a
las3h + débil - - + débil -
Presencia de car-
bohidratos a
las24 h + débil - - + débil -
Almidén rema-
nente (en valores
de absorbancia): 3 h 0,75 0,80 0,80 0,72 0,82
Almidén rema-
nente a las 24 h 0.70 0,73 0,79 0,54 0.82
Por extraccion de
amilasas extracel. - - - + débil -

Longitud de cade-
na,en unidades de glu-
cosa) porox. ¢/ 10z 14,73 18,93 20,71 473 -

(*) T- (testigo) : almidén sin hidrolizar Ox. ¢/ IO;: Oxidacién con periodato
(-) : negativo (+) : positivo (+:1mm ) : halo de hidrélisis de T mm
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4.1.2. - Actividad proteolitica

En el proceso de panificacién y sobretodo durante la fermentacion de
la masa concurren circunstancias favorables tanto para generar aminodcidos
libres y péptidos como para transformarlos y consumirlos. Las bacterias acido-
lacticas, que contienen proteasas y peptidasas producen un aumento del ni-
trégeno total soluble en agua pero también tiene lugar un consumo neto de
compuestos nitrogenados de bajo peso molecular (Benedito de Barber y col.
1985)

La accién controlada de estas enzimas sobre las proteinas de la masa pa-
naria durante la fermentacién, libera fragmentos nitrogenados que contribu-
yen a la plasticidad de la masa, a la elasticidad del gluten y a la textura del pan
aumentando el volumen y la coloracién de la corteza (Collar y col. 1991).

Se ha comprobado durante la fermentacién de masas agrias de harina
de centeno ( Spicher y Nierli, 1984 ay by 1988), y de masas de trigo (Benedito
de Barber y col. 1985y 1986, Collar y col. 1991, Prieto y col. 1990 ) la actividad
hidrolitica (endo y exoproteolitica) de las bacterias acidoldcticas por el incre-
mento en el contenido de aminodcidos y en la solubilidad proteica. También
se ha descripto la evolucién, durante la fermentacién, de los aminodcidos to-
tales e individuales de masas panarias de harina de trigo iniciadas por culti-
vos puros y mixtos de bacterias acidoldcticas (Collar y col. 1991; Collar Esteve
1994 ay b).

Collar y col. (1991) han investigado comparativamente la capacidad de
degradacién hidrolitica de polipéptidos y proteinas de cultivos puros de bac-
terias acidoldcticas homo y heterofermentativas, por electroforesis compara-
tivas realizadas sobre las proteinas de las masas, conteniendo distintos in6-
culos de dichas bacterias. El perfil electroforético de las fracciones nitrogena-
das solubles de masas iniciadas por cultivos puros de bacterias ldcticas, detec-
ta cambios cualitativos y cuantitativos durante la fermentacién, en subunida-
des de alto y bajo peso molecular.

En este trabajo, la capacidad de los microorganismos aislados de las ma-
sas de producir endo y exoproteasas, se evalué enfrentando las cepas con dis-
tintos sustratos proteicos en medios de cultivo sélidos, en los cuales se deter-
mind la presencia o ausencia de halos de hidrélisis y en medios de cultivo Ii-
quidos, en los cuales se midié por espectrofotometria, el incremento de absor-
cién de las proteinas hidrolizadas, a 280 nm.

Los resultados de la actividad proteolitica de los microorganismos, obte-
nidos por cultivo en placa, se observan en la Tabla XIL

En este caso, la protedlisis se midi6 frente a gelatina, caseina y proteinas
del gluten. Los lactobacilos dieron resultados negativos frente a gelatina y los
micrococos resultados variables. La caseina fue hidrolizada por todas las espe-
cies de lactobacilos, mientras que los micrococos también dieron en este medio
resultados variables. Sélo la especie M.kristinae mostré para las tres proteinas
actividad hidrolitica nula. Frente a las proteinas del gluten la actividad de los
lactobacilos y de los micrococos fue débil o negativa. Bacillus subtilis resulté el
microorganismo que mostré mayor poder proteolitico, el cual se manifesté
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frente a los tres tipos de proteina ensayadas. Debe tenerse en cuenta que esta
especie no forma parte de la microflora normal de las masas y sélo fue aisla-
do de las harinas.

TABLA XII:  Actividad proteolitica de los microorganismos.
( resultados obtenidos por cultivo en placa)

Cepas aisladas L.p. L.b. L.c. M.k Miu. Mly. B.s.

Gelatina - - - = + + +
Caseina + + + - + + +
Proteinas

del gluten +(d) +d) - = 5 - +
Referencias :  +:positivo - : negativo + :variable +(d) : positivo débil

L.p. : Lplantarum ; L.b.: Lbrevis ; L.c.: L. confusus ; M.k.: M.kristinae ; M.Iu:  M.luteus ; M.ly:
M.lylae y B.s.: B.subtilis

En los medios liquidos, se utilizé un medio base de la misma composi-
cién que los respectivos medios sélidos pero sin agar. Los resultados se mues-
tran para los medios preparados con caseina, con gluten al 0,3 % p/v, con glia-
dinas al 0,3 % p/v y con gluteninas al 0,3 % p/v. Los medios con gelatina s6-
lo se emplearon para algunas pruebas porque los espectros de las soluciones
patrones a 280 nm no mostraron picos bien definidos y los espectros obtenidos
después de sembrar e incubar los microorganismos, coincidieron practicamen-
te con los de las soluciones patrones.

Los mejores resultados se obtuvieron con caseina, por lo tanto con esta
proteina se realizaron ensayos a las 3 horas y a las 24 horas de incubacién.

Los medios se inocularon con las cuatro cepas de lactobacilos y con las
tres cepas de micrococos.

Se emple6 como blanco el medio de cultivo conteniendo la proteina,
sin sembrar, tratado después de la incubacién igual que las muestras sembra-
das. Los espectros que se muestran en las Figuras 3,4, 5, 6,7, 8y 9, represen-
tados por las lineas continuas corresponden a estos blancos, es decir, a las dis-
tintas protefnas sin hidrolizar.

Las Figuras 3 y 4 muestran los espectros que se obtuvieron a las 3 horas
y a las 24 horas de incubacion respectivamente, con los extractos de los culti-
vos de las cuatro cepas de lactobacilos en medios con caseina.

A las 3 horas de contacto a 37 °C, se observé un inicio de la actividad de
proteasas para las cuatro cepas, un poco mds marcada para L.casei subsp.casei,
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Las cepas L.confusus y L.brevis,dieron senales parecidas, sin mucha tendencia
a formar un pico y L.plantarum es el que mostré un hombro con la absorban-
cia mas baja.

A las 24 horas de incubacién, los espectros muestran picos de absorban-
cia bien definidos, lo que estd indicando protedlisis neta. En las mismas condi-
ciones de trabajo, L.brevis , di6 origen a un pico muy marcado y con la absor-
bancia mads alta. L. plantarum también revel6 la presencia de los productos de
hidrélisis, dando picos caracteristicos con una absorbancia aproximada de 1,5.
Estos valores de absorbancia también pueden indicar la generacién de produc-
tos con distinto contenido de aminodcidos aromadticos o sea presencia de pro-
teasas con diferente punto de corte.

Los espectros correspondientes a los extractos de L.confusus y L.casei
subsp.casei indican menor actividad proteolitica o consumo de los productos
de hidrdélisis, a las 24 horas de incubacién.

Si se comparan los espectros de las 3 y de las 24 horas de incubacién, se
observa que la degradacién hidrolitica difiere notablemente en magnitud y
en velocidad en funcién de la especie bacteriana. Aparentemente las especies
L.brevis y L.plantarum mostraron inicialmente menor actividad proteolitica,
sin embargo, el nivel de polipéptidos y aminodcidos que originan picos de ab-
sorcién caracteristicos a 280 nm, aumenté progresivamente y mostré valores
mads altos, que los observados para L.confusus y L.casei subsp.casei, a las 24 ho-
ras.

Collar y col. (1991) también observaron en masas fermentadas, una acu-
mulacién de polipéptidos y una peptidizacién de subunidades proteicas en gra-
do variable, dependiendo de la especie acidoldctica iniciadora.

La Figura 5 muestra los resultados que se obtuvieron al correr espectro-
fométricamente los extractos de los cultivos con gluten, después de 24 horas
de incubacién. Los espectros revelan un ligero inicio de proteélisis y una acti-
vidad de los microoganismos comparable con la que se observé a las tres ho-
ras de incubacién con caseina, pero de menor magnitud.

La Figura 6 exhibe el espectro que se obtuvo a partir del extracto del me-
dio de cultivo conteniendo gluten, al que no se le incorporaron microorganis-
mos, que se empleé como testigo.También se muestran los espectros de los so-
brenadantes de cultivos de 24 horas de L.brevis y L.plantarum desarrollados
en medios que contenian las fracciones de gliadinas y gluteninas, fraccionadas
previamente sobre la base de su solubilidad (Primo Yufera 1979). Para ambas
especies de microorganismos, sus proteasas parecen ser algo mds activas frente
a gliadinas que frente a gluteninas, pero al igual que para el gluten, se observa
también baja actividad para las fracciones separadas.

En la Figura 7 se observan los hombros caracteristicos que se obtuvie-
ron con gelatina sin sembrar, usada como testigo y con los cultivos de las cua-
tro cepas de lactobacilos, después de 24 horas de incubacion. En este caso, 1a ac-
tividad es muy baja a 280 nm y ademds pareceria observarse un segundo pico,
también muy poco notable, cercano a 285 nm.

Las Figuras 8 y 9 muestran los resultados correspodientes a las acciones
desarrolladas por las especies de Micrococcus aisladas de las masas, M.kristi-
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nae, M.luteus y M.lylae. Los micrococos exhibieron poca actividad hidroli-
tica frente a las proteinas ensayadas. Frente a las proteinas del gluten (Figu-
ra 8). M.kristinae fue el que mostré menor actividad, coincidiendo estos re-
sultados con los obtenidos por cultivo en placa. Frente a gliadinas y gluteni-
nas se ensayaron las cepas M.luteus y M.lylae (Figura 9). Ambos mostraron
mayor capacidad para hidrolizar gliadinas que gluteninas, observdndose un
efecto ligeramente mayor para M.lylae.

Si se comparan los resultados obtenidos espectrofotometricamente a
partir de los medios liquidos con los leidos en los cultivos en placa, se obser-
va que los lactobacilos muestran un comportamiento similar en ambos me-
dios. Frente a la gelatina practicamente no resultaron activos, ya que en las
placas no se observaron halos de hidrélisis y los espectros dieron picos poco
notables. Frente a caseina mostraron la mayor capacidad proteolitica, detec-
tada tanto en placa como en los espectros. Frente a las proteinas del gluten,
en los cultivos en placa L. plantarum y L. brevis presentaron pequefios ha-
los de hidrdlisis y los espectros también mostraron poca actividad. L.confu-
sus dié negativo en placa y a juzgar por su espectro, en medios liquidos tam-
bién la actividad fue nula.

Los micrococos también mostraron resultados coincidentes. Para M.
luteus y M. lylae, las placas conteniendo gluten mostraron halos peque-
flos y en muchos casos no se observaron y los espectros indicaron poca ac-
tividad. Por otro lado, el espectro de M. kristinae fue el mds cercano al de
la proteina sin hidrolizar coincidiendo este resultado con el obtenido en el
cultivo en placa.

No se analiz6 el efecto de B. subtilis en medios liquidos, por lo que
no es posible comparar los resultados.
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FIGURA 3 : L.casei subsp. casei, L.confusus, L.brevisy L.plantarum fren-
te a la caseina, a las 3 horas de incubacién.
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FIGURA 6 : L.brevis y L.plantarum frente a gliadinas y gluteninas
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FIGURA 8 : M. lylae, M.luteus y M. kristinae frente a las proteinas del glu-
ten, a las 24 horas de incubacién.
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FIGURA 9 : M. lylae y M.luteus frente a gliadinas y gluteninas, a las 24
horas de incubacién.
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4.1.3.- Actividad lipolitica

Muchos microorganismos pueden producir enzimas lipoliticas, pero
para que pueda tener lugar la lipélisis, debe existir un sustrato acuoso y el
alimento debe contener normalmente grasas, dado que la presencia de lipi-
dos en los alimentos es la que estimula el predominio en los mismos de las
especies lipoliticas (Mossel y Moreno Garcia 1985)

El sustrato cldsico que se utiliza en microbiologia para detectar la pre-
sencia de estas enzimas es la tributirina y los resultados se interpretan co-
mo presencia o ausencia de halos de hidrélisis.

En esta investigacién no se detecté actividad lipolitica frente a la tri-
butirina, incorporada a un medio de cultivo en placa, para ninguna de las
cepas aisladas de la masa. Teniendo en cuenta que existen especies de lacto-
bacilos y micrococos que pueden contener estas enzimas, este resultado po-
dria explicarse considerando que las masas de panaderia practicamente no
contienen grasas y el tiempo necesario para el desarrollo de las mismas es
relativamente corto y tal vez no suficiente para originar estas reacciones.

4.1.4.- Fermentacidén de los carbohidratos

Los principales aziicares simples que pueden estar presentes en las ma-
sas pueden ser maltosa, glucosa, sacarosa, fructosa y rafinosa.

Ya en 1919, Orla-Yensen, clasific6 a las bacterias ldcticas, segtin su for-
ma de fermentar a los carbohidratos en homofermentativas y heterofer-
mentativas. La diferencia de estos dos grupos cuando fermentan la glucosa
u otras hexosas, es detectable por la produccién de COj. Las bacterias hetero-
fermentativas no tienen fructosa-difosfato aldolasa y por lo tanto degradan
los gltcidos por la via llamada de las pentosas fosfatos o de las hexosas fosfa-
tos (Bourgeois y Larpent 1995). Como resultado de esta caracteristica bioqui-
mica, las homofermentativas producen principalmente dcido lactico y las
heterofermentativas dan origen a dcido ldctico, etanol y COj. También se
pueden formar trazas de acetato en los dos casos (Thornhill y Cogan 1984).
Muchos Lactobacillus homofermentativos, pueden producir ademds de &ci-
do ldctico, formiato, etanol y acetato en determinadas condiciones. No se tra-
ta de una desviacién de la ruta hacia la de las pentosas, sino que una parte
del piruvato se tranforma en acetil-CoA y produce etanol y acetato (Bour-
geois y Larpent 1995)

L.casei subsp.caset y L.plantarum pertenecen al Grupo II que son lacto-
bacilos heterofermentativos facultativos. Las hexosas son fermentadas por
la via de Embden-Meyerhof dando casi exclusivamente dcido l4ctico. Algu-
nas especies forman dcido ldctico y en cantidades minimas dcido acético, eta-
nol y dcido férmico bajo condiciones limitadas de glucosa. Las pentosas son
fermentadas a dcido lactico y dcido acético por la via de la fosfocetolasa (Ber-
gey’s Manual 1986).

L.brevis y L.confusus pertenecen al grupo Il que son los lactobacilos
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heterofermentativos obligados. Por lo tanto, a partir de las hexosas forman
los productos mencionados, mds COy.

Los Micrococcus en general utilizan la glucosa aerobicamente originan-
do acidificacién del medio, por metabolismo oxidativo.

Se determin la formacion de dcido y gas para la glucosa y se observé la
formacién de dcido para los demds azticares. Los resultados que se muestran
en la Tabla XIII indican que los lactobacilos son mds activos frente a los azu-
cares que los micrococos, a excepcion de M.kristinae que mostré capacidad pa-
ra fermentar la mayoria de los azticares. Los lactobacilos formaron dcido a par-
tir de glucosa, maltosa, sacarosa y fructosa y produjeron resultados variables
frente a rafinosa. La formacién de gas a partir del sustrato glucosa solo se pu-
do comprobar para L.brevis y L.confusus. B. subtilis mostré resultados varia-

bles.

TABLA XIII : Efecto de los microorganismos sobre los azticares simples

Cepas Lp. Lb. Lce. Lea Mk Mlu. Mly  Bs

Sustrato

Glucosa

Formacién de :

dcido + + + + + - - +
Formacién de

gas - + + - ND ND ND -
Sustratos

Maltosa

Formacién de dcido + + + + + - - +
Sacarosa

Formacién de dcido + * + + + - = =
Rafinosa

Formacidn de dcido + + - - + - - ND
Fructosa

Formacién de 4cido + + + + ND ND ND -
Referencias: +: positivo; -2 negativo; +: variable; ND: No determinado
L.p.: L.plantarum L.b.: L.brevis L.c.: L.confusus L.ca.: L.casei caset

M.k.: M.kristinae M.u.: M,luteus M.ly.: M.lylae B.s.: B.subtilis
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5.- Preparacién de las masas con especies puras

5.1.- Esterilizacién de las harinas

El objetivo de la esterilizacién normalmente es reducir la presencia de
los microorganismos patégenos y conseguir que una proporcién importante
de los microorganismos alterantes no pueda reproducirse, ya sea porque estan
muertos o porque su crecimiento esta inhibido (Bourgeois y col. 1994).

En este caso, el objetivo de la esterilizacién fue reducir al méximo o eli-
minar totalmente la flora propia de las harinas, a fin de poder estudiar el efec-
to de los microorganismos, agregados a las masas como cepas o especies puras.

5.1.1.- Aplicacién del calor

Los microorganismos esporulados son los mds dificiles de destruir y
existen diversos factores, que deben tenerse en cuenta, que influyen sobre la
termorresistencia, tales como resistencia de la propia cepa, factores ambienta-
les durante la esporulacién y condiciones del medio durante el tratamiento
térmico. Teniendo en cuenta estos factores, en este caso, se seleccionaron para
los tratamientos, temperaturas altas, a distintos tiempos (ICMSF 1984).

Cuando se realizan tratamientos térmicos a altas temperaturas, las con-
diciones del proceso se regulan sobre la base de la letalidad de las esporas y de
la pérdida de calidad del alimento. La calidad organoléptica de los alimentos
tratados por calor, se ve siempre perjudicada por la aplicacién de la energia
térmica necesaria para conseguir la estabilidad microbiolégica. La dependen-
cia de la temperatura de las diversas reacciones quimicas de desnaturalizacién
es, afortunadamente, mucho menor que la de la inactivaciéon térmica de los
microorganismos esporulados (Mossel y Moreno Garcia 1985). Sin embargo,
en este caso, debido a las caracteristicas estructurales de las harina, la penetra-
cién del calor se vié dificultada y la aplicacién tuvo que ser bastante enérgica.

En la Tabla XIV se muestran los valores de recuento de bacterias aero-
bias mesodfilas y de mohos y levaduras, antes y después del tratamiento, co-
mo asi también los resultados de las medidas del volumen de pan, después de
realizar los ensayos de panificacién.

Las muestras de 10 g presentaron un color ligeramente amarillento
después de la esterilizacién y las de 50 g resultaron demasiado gruesas, por lo
que se seleccionaron las de 25 g que habifan recibido tratamiento, tanto para
realizar las pruebas de supervivencia de los microorganismos como para efec-
tuar los ensayos de panificacién.

Se observé que la esterilizacién por calor, es un tratamiento que afecté

a los componentes de la harina, causando un efecto negativo sobre el volu-
men de pan.
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TABLA XIV : Efecto del calor sobre los microorganismos de la harina.

Tratamientos (Temperatura y tiempo) 130°C-15 minutos 130°C-25 minutos

Recuento de bacterias

aerobias mesofilas (UFC/g)

INICIAL 4800 4800
TRATADAS 1700 800

Recuento de mohos y

levaduras (UFC/g)
INICIAL 2900 2900
TRATADAS 180 100

Ensayos de panificacion :

Volumen de pan (ml /100g)

INICIAL ( con harina no tratada) 490 490
Con harina TRATADA 280 200

5.1.2.- Exposicién a la luz ultravioleta

La luz ultravioleta (UV) es un poderoso agente bactericida, siendo su
longitud de onda mas eficaz la que tiene alrededor de 260 nm. No es ioniza-
ble y al ser absorbida por las proteinas y dcidos nucleicos, determina cambios
fotoquimicos que pueden conducir a la muerte celular. En las células bacte-
rianas, el mecanismo de muerte originado por la luz ultravioleta, se debe
aparentemente, a la produccién de mutaciones letales, como resultado de su
accién sobre los dcidos nucleicos celulares ((Jay 1981)

La eleccion de este procedimiento como técnica de esterilizacién de las
harinas, se basé en la informacién existente respecto a su utilizacién como
tratamiento superficial de muchos alimentos, empledndose en productos de
bolleria y pasteleria, antes de ser envasados (Jay 1981)

Se seleccionaron las muestras de 25 g para realizar los ensayos. Los re-
cuentos iniciales fueron : para aerobias mesdfilas totales : 4800 UFC/ gy para
mohos y levaduras : 2900 UFC/g.

La exposicién a la luz ultravioleta se realizé durante 2, 3, 4 y 5 horas,
obteniédose una reduccién importante de la carga microbiana, sin llegar a
valores muy cercanos a cero. Los ensayos de panificacién se realizaron con
las muestras de harina de mayor tiempo de exposicién.

Los tratamientos con luz uliravioleta, mostraron resultados microbio-
légicos variables y un ligero descenso del volumen de pan.
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TABLA XV : Efecto de la luz ultravioleta ( A 254 nm ) sobre los microorga-
nismos de la harina

Horas de exposicién : 2 3 4 5

Recuentos de bacterias ae- 400 420 400 235
robias meséfilas (UFC/g)

Recuentos de mohos y le- 440 420 245 260
duras (UFC/g)

Ensayo de panificacién :

Volumen de pan (ml/100g)

INICIAL = - - 490
Con harina TRATADA - - - 450

No se observaron cambios de color en las muestras tratadas.

5.1.3.- Utilizacién de microondas

Cuando los alimentos electricamente neutros se sitdan en un campo
electromagnético, las moléculas asimetricamente cargadas, son lanzadas
primero en una direccién y después en otra. Durante ese proceso cada molé-
cula asimétrica procura alinearse por si misma con la corriente alterna del
campo, que constantemente estd cambiando. Como las moléculas oscilan al-
rededor de su eje al intentar ir del polo positivo al negativo, se origina una
friccion molecular, que determina la energfa de las microondas y se mani-
fiesta por un efecto térmico (Jay 1981). La mayor parte de las investigaciones
sobre alimentos se han efectuado a las frecuencias de onda de 915 y 2450 me-
gaciclos. En los ensayos realizados en este trabajo se emplearon frecuencias
de onda de 2450 megaciclos y en general el tratamiento estuvo limitado por
el efecto térmico producido por su empleo.

Las muestras tratadas con potencias 9 y 10 se expusieron 3, 5 y 10 mi-
nutos. Las que se colocaron a potencia 7 se mantuvieron en el horno 20, 10,
5y 3 minutos.

Las muestras tratadas con la mdxima potencia 5 y 10 minutos se tosta-
ron totalmente. La que recibi6 3 minutos de tratamiento mostré también
cambios de color y olor a quemado. Las que se trataron a potencia 9, a los
tiempos 10, 5y 3 minutos se tostaron, observdandose cambios de color des-
de el marrén hasta el pardo amarillento, al igual que las que se mantuvie-
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ron a potencia 7 en periodos de tiempo de 20, 10y 5 minutos. Debido a que
solamente la harina expuesta 3 minutos, a potencia 7, no mostré cambios de
color, se seleccioné ésta para los ensayos de panificacién y microbioldgicos.
Estos tltimos se hicieron también para las muestras expuestas 5 y 10 minu-
tos a potencia 7.

Los resultados obtenidos con este tratamiento se exhiben en la Tabla
XVI e indican que la aplicacién de radiacién microonda resulté muy efecti-
va para la destruccién de los microorganismos y en tiempos cortos (3 minu-
tos) no afecté ni el color ni el volumen.

Por lo tanto, se seleccion6 esta metodologia para obtener harinas esté-
riles que se utilizaron para la preparacién de masas estériles a las que se le
incorporaron los microorganismos.

TABLA XVI: Efecto del tratamiento con microondas sobre los microorga-
nismos de la harina.

Tratamientos a potencia 7 Tiempos de exposicién ( minutos )

10 5 3

Recuento de bacterias

aerobias meséfilas (UFC/g)

INICIAL 4800 4800 4800
TRATADAS S/D 170 140

Recuento de mohos y

levaduras (UFC/g)
INICIAL 2900 2900 2900
TRATADAS S/D 10 10

Ensayos de panificacién :

Volumen de pan ( ml/100g)

INICIAL ( con harina no tratada) - = 490
Con harina TRATADA - - 490

Referendas: S/D: Sin desarrolio (-) : Norealizado
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5.2.- Caracteristicas de las masas preparadas con especies puras

Las masas preparadas con starters presentan mayor tiempo de mezcla-
do, estabilidad y blandura. Fermentan en menos tiempo y tienen mayor ca-
pacidad de levado. Los panes preparados a partir de ellas se caracterizan por
su mayor volumen, menor densidad, mayor altura de la rebanaday miga
mds esponjosa y blanda (Collar Esteve y col. 1994 ay b)

A las masas estériles se les adicionaron L. plantarum o L. brevis, am-
bos aislados o asociados con levadura. Estas experiencias se realizaron con la
finalidad de determinar de que manera los agregados de estos microorganis-
mos modifican las propiedades funcionales de las masas y afectan la acidez,
durante el proceso de panificacién y que infiuencia ejercen sobre las caracte-
risticas del pan.

5.2.1.- Cambios de pH y acidez total valorable a lo largo del proceso

La propiedad de los microorganismos de producir acidificacién de las
masas, medible a través del pH, acidez total valorable o produccién de dci-
dos ldctico y acético, influye sobre las caracteristicas funcionales de las mis-
mas. Efectos interactivos de bacterias starters y levaduras fueron observados
en la produccién de dcidos ldctico y acético, en productos de panificacién de
centeno ( Spicher y col. 1981 y 1982).

Como es de esperar las masas preparadas sin levadura y sin bacterias
lacticas, mostraron los valores mas bajos de acidificacién, siendo estos datos
concordantes con los publicados por Kline y col. (1971) y por Collar Esteve y
col. (1994 a).

En masas con levadura, después de la fermentacién final se alcanza-
ron valores de pH de 4,5 y para las masas preparadas con levadura y lactoba-
cilos los valores finales de pH llegaron hasta 3,8-3,9. Los datos mds bajos de
de acidez a lo largo del proceso correspondieron a L. brevis asociado con le-
vadura.

Los datos de acidez y pH obtenidos, estan de acuerdo con los resulta-
dos de las investigaciones realizadas por Barber y col. (1987ay 1989 ), por
Faid y col. (1993) y por Collar Esteve y col. (1994 b)

Los cambios de pH a lo largo del proceso se muestran en las Figuras
10 y 11, para masas con y sin levaduray para masas con levadura a las que
se le adicionaron especies de lactobacilos puras.

Las masas con levadura mostraron un descenso gradual del pH, con
diferencias notables respecto a las masas sin levadura, en las que el pH lue-
go de un ligero incremento inicial, se mantuvo en valores préximos a 5,4.

Las masas que contenian L.plantarum, registraron un descenso brusco
de pH en el amasado, este efecto continué hasta la prefermentacién con un
descenso marcado y mantuvo la misma tendencia en la fermentacién final.
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Las masas que se adicionaron de L.brevis, presentaron una disminu-
cién brusca al principio, un descenso ligero en la prefermentacién y una es-
tabilizacion del pH, hasta el final.

Los cambios de acidez valorable de estas masas, en general siguieron
las tendencias observadas en el pH. A excepcién de las masas sin levadura,
las curvas mostraron formas similares, aunque con valores de acidez dife-
rentes.
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FIGURA 10: pH para masas con y sin levadura y cepas puras - Valores promedio para
tres y dos determinaciones respectivamente
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FIGURA 11: Acidez en g % de acido lactico en masas con y sin levadura y cepas puras -
Valores promedio para tres y dos determinaciones respectivamente
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5.2.2.- Cambios en los valores de recuento durante el proceso

Como se mencioné anteriormente, se esterilizaron las soluciones de
sal y azicar, se trat6 con radiacién microonda la harina a utilizar en estos en-
sayos y se prepararon suspensiones de S. cerevisiae, L.plantarum, L. brevis y
B.subtilis, que se incorporaron a distintas masas.

La Figura 12 muestra la evolucién de los microorganismos en masas
preparadas con L. brevis en ausencia y en presencia de S.cerevisize. La curva
de crecimiento de L.brevis en masas sin levadura es semejante a la que se ob-
serva para el mismo microorganismo en presencia de S. cerevisiae, pero con
valores de recuento algo mayores, lo que indicarfa una cierta inhibicién o an-
tagonismo frente a la levadura. S.cerevisae en masas que contienen L.brevis
produce una curva de crecimiento tipico pero con valores de recuento no de-
masiado altos. Este resultado también estaria indicando algun tipo de compe-
ticién o afectacién de su crecimiento.

En la Figura 13 se observan los cambios en los recuentos microbiolégi-
cos de masas inoculadas con L.plantarum solo y en presencia de S.cerevisiae.
Los resultados de los recuentos a lo largo del proceso de panificacién, para L.-
plantarum en ausencia y en presencia de levadura revelan valores mas altos
que para L. brevis y un incremento notable en la fermentacién final. Cuando
se siembra la masa con L.plantarum solo, se obtiene una curva de crecimien-
to con valores de recuento mayores que cuando se inocula en presencia de
levadura pero con diferencias menos marcadas que las observadas para L.bre-
vis. La curva de crecimiento de S.cerevisize en presencia de L.plantarum
muestra la misma tendencia que frente a L.brevis, pero con valores de re-
cuento mds altos. Por lo tanto, en estas masas inoculadas con L.plantarum y
levadura se advierte muy poco efecto antagénico, lo que revelaria mayor
compatibilidad entre ambas especies.
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FIGURA 12: Cambios de los recuentos microbiologicos de masas inoculadas
con: a) Lactobacillus brevis (sin levadura), b) S. cerevisiae mas
Lactobacillus brevis. (valores promedio de tres determinaciones)
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FIGURA 13: Cambios de los recuentos microbiologicos de masas inoculadas
con: a) Lactobacillus plantarum (sin levadura), b) S. cerevisiae
mas Lactobacillus plantarum. (valores promedio de tres determinaciones)
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5.2.3.- Valores de pH frente a soluciones de glucosa al 10 % p/v

Para lograr un mejor conocimiento de la levadura prensada comercial
y de las dos especies de lactobacilos mds representativos de las masas, se ha
considerado de interés investigar la capacidad fermentativa frente a solucio-
nes de glucosa al 10 % p/v, midiendo las variaciones del pH después de ha-
ber transcurrido el tiempo correspondiente a la fermentacién final y regis-
trando sélo los incrementos o descensos respecto al pH inicial.

La Tabla XVII refiere los resultados obtenidos en este estudio compara-
tivo. De acuerdo con estos datos, en las mismas condiciones, L. brevis ocasio-
na la mds alta acidificacion al tiempo correspondiente a la fermentacion fi-
nal, L. planiarum también origina descensos en mas de una unidad de pH y
S. cerevisiae produce una caida de aproximadamente la mitad de unidades
pH, considerando los valores promedio.

TABLA XVII: Descensos de pH registrados en un cultivo de microorganis-
mos, obtenido a partir de una colonia ( extraida de un cultivo joven ) sem-
brada en el medio 1-1-1, en el que se utilizé glucosa como fuente de carbono

Descenso en unidades de pH en 180 minutos

maximo minimo X (M)
S.cerevisiae 0,95 0.20 0,65"
L.brevis 1,93 1,33 1,58
L.plantarum 1,90 0,50 1,18

(*) Tomado para 5 determinaciones.

5.2.1.- Valores de pH, acidez titulable y volumen de las masas preparadas
con mezclas de microorganismos.

En la Tabla XVII se comparan los valores de pH y acidez que se produ-
cen cuando se preparan las masas empleando levadura comercial y lactoci-
los, después de haber transcurrido el tiempo correspondiente a la fermen-
tacién final. Los resultados que se muestran indican que los valores son
mucho mds estables que los indicados para las soluciones de glucosa al 10
% p/v, no observiandose diferencias de pH y acidez final demasiado marca-
das cuando se incorporan L. plantarum o L. brevis a las masas preparadas
con levadura. En cambio resulta bastante notable el incremento de volu-
men de la masa que se produce cuando se incorpora L. plantarum en lugar
de L. breuis.
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TABLA XVIII : Descensos de pH, aumentos de acidez valorable e incremen-
tos de volumen registrados en masas preparadas con L.plantarum y S.cerevi-
size y en masas elaboradas con L.brevis y S.cerevisiae, en 180 minutos de fer-
mentacién.

Cultivos pH Acidez en Incremento de
g % de dc.ldctico volumen (V - Vo) ml

L.plantarum

+ S.cerevisiae 3,95 + 0,05 0,75+ 0,05 130+ 10 (%)
L. brevis +
S.cerevisiae 3,85 + 0,05 0,92 +0,02 50+5 (%)

(*) Valores promedio correspondientes a tres determinaciones.

Los resultados que se muestran en las Figuras 12 y 13 y en las Tablas
XVIIy XVIII indican que las dos especies de Lactobacillus .agregadas a las ma-
sas de panaderia en presencia de levadura, producen efectos beneficiosos da-
do que mejoran la acidificacion y la capacidad de levado. Respecto a la acidez
que estos microorganismos originan, se observa que frente a soluciones de
glucosa las diferencias son bastante notables pero en las masas se advierte
que los valores que se alcanzan en la fermentacién final son practicamente
iguales. :

Por otro lado, si se analizan las curvas de crecimiento, las posibilidades
de interaccion y las capacidades de levado frente a S. cerevisiae , se detectan
efectos mds positivos para L.plantarum que para L.brevis.

Ademads debe tenerse en cuenta que esta especie es homofermentativa,
es decir, que por si sola no es capaz de levar la masa, pero los resultados indi-
can que puede crecer muy bien en presencia de levadura, que es la que pro-
duce el CO; necesario, por lo que resulta una asociacién compatible y benefi-
ciosa en todos los aspectos.

Distintas investigaciones han demostrado que la fermentacién condu-
ce al levado de la masa, que mejora el volumen de pan y particularmente a
la acidificacién de la masa, que mejora el aroma (Collar Esteve y co0l.1994 a y
b) Ambas funciones fueron también puntualizadas y relacionadas con la mi-
croflora de las masas por otros autores (Kline y Sugihara 1971, Sugihara y col.
1971, Galli y Ottogalli 1973, Sugihara 1977, Faid y col. 1993 y 1994)

Collar Esteve y col. (1994 a) realizaron un estudio sistemdtico investi-
gando la acidificacién y la calidad panadera de masas preparadas con harina
de trigo y distintas proporciones de starters bacterianos. Al igual que Briim-
mer y Fisher (1990) determinaron que la acidificacién de la masa influye so-
bre la calidad del pan pero, como se mencioné anteriormente, estos autores
establecieron que los agregados de inéculos de masas madre fueran de 7,5-10
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% p/p de manera de obtener descensos de pH hasta 3,5-4, a fin de lograr aro-
ma y sabor aceptables.

Por otro lado, Collar Esteve y col. (1994 b) demostraron que cuando los
cultivos de levaduras y bacterias se usan individualmente, se obtienen pa-
nes con sabor suave o débil, mientras que cuando se emplean cultivos com-
binados se desarrolla un tipico y acabado sabor a pan. Esto sugiere un rol de
asociacién entre bacterias y levaduras en la fermentacién y sustenta la hipé-
tesis de que la mezcla favorece el desarrollo del caracteristico sabor a pan, ha-
ciéndolo mds pronunciado.

Spicher y col. (1981 y 1982) también recomendaron una acidificacién con-
trolada y consideraron que una excesiva acidificacién dificulta la produccién
de voltimenes altos y produce un aroma de pan pungente que no es acepta-
do por el consumidor.

Boraam y col. (1993) estudiaron mezclas de levaduras y bacterias lacti-
cas con la finalidad de lograr la acidificacién y el levado tipicos del pan de Ma-
rruecos en tiempos mds cortos.

Faid y col. (1994) sostuvieron que el método antiguo de mantener una
porcién de masa en fermentacion hasta el dia siguiente e incorporarla a las
nuevas masas, favorece precisamente el desarrollo de un caracteristico aro-
ma 4cido y un sabor agradable, debido a la actividad conjunta de levaduras y
bacterias acidoldcticas.

En el método de panificacién tradicional argentino, no se utilizan inécu-
los de masas madres, ni se emplean starters, pero los procesos son largos y las
masas se mantienen en fermentacién varias horas y a veces hasta el difa si-
guiente.

La fotograffa 3 muestra las caracteristicas morfolégicas de Lactobacillus
plantarum var. plantarum. En ella se observan bacilos medianos agrupados
de a pares o dispuestos en cadenas cortas. Su forma es similar a la de Lactoba-
cillus casei sp casei, pero se diferencia de este microorganismo porque gene-
ralmente desarrolla en cadenas de bacilos largos, particularmente en medios

adversos (Pederson 1971)

En la fotografia 4 podemos observar las caracteristicas morfol6gicas de
Lactobacillus brevis, considerada como una de las especies heterofermentati-
vas mds comunes. En ella se destacan cocobacilos o bacilos muy cortos, dis-
puestos de a pares o aislados, aunque también estos organismos pueden agru-
parse en cadenas como otras especies de este género, ocurriendo ello princi-
palmente en medios dcidos o cuando el crecimiento se produce a altas tempe-
raturas (Pederson 1971)

En la fotografia 5 se presentan las células caracteristicas de la levadura
S.cerevisiae, aisladas de una masa de panificacién. Dentro de las formas agru-
padas se observan algunas células en divisién (Pederson 1971).
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Fotografia 3: Caracteristicas morfologicas de L. plantarum var. plantarum
( aumentada aproximadamente 2800 x )

Fotografia 4: Caracteristicas morfologicas de L. brevis.
( aumentada aproximadamente 2800 x )
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Fotografia 5: Caracteristicas morfologicas de S. cerevisiae ( aumentada aproxi-
madamente 2800 x )

En la parte inferior se observa una bacteria, presumiblemente perteneciente a

especies lacticas, junto a una célula de levadura.
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6.- Calidad de los panes

Teniendo en cuenta que los agregados de levaduras y bacterias en dis-
tintos porcentajes, modifican las propiedades funcionales de las masas y cau-
san efectos mejoradores sobre su plasticidad y sobre la calidad global de los
panes (Collar Esteve 1994 a), que el gas desarrollado fundamentalmente por
efectos de la levadura produce una textura mds abierta, mientras que los 4ci-
dos acético y l4ctico formados por las bacterias acidoldcticas juegan un rol
importante en el sabor (Boraam y col. 1993), que los cambios de los mono y
disacdridos de las masas también influyen sobre las caracteristicas organolép-
ticas y estructurales del pan (Barber y col. 1989) y pueden modificar la elasti-
cidad de la miga y el sabor de los productos de panificacién del centeno (Spi-
cher y col. 1981 y 1982), en este trabajo se evaluaron sensoriaimnte los panes
correspondientes a los distintos procesos de panificacion, realizados con
y sin levadura, empleando materias primas sin tratamiento de esterilizacién,
como asi también los correspondientes a procesos efectuados con ingredien-
tes estériles y agregados de L.plantarum, L.brevis y B.subtilis, en presencia de
levadura.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla XIX e indican que los
panes elaborados con L.plantarumy con L.brevis presentaron mejor textura,
mayor esponjosidad y resultaron mds livianos. El pan preparado a partir de
masas inoculadas con L.plantarum y levadura mostré los valores méds altos
en volumeny en altura de la rebanada en su parte central, en tanto que la
densidad y la relacién corteza-miga revelaron los valores mds bajos. Se obser-
vé una distribucién mds uniforme de los alvéolos y aunque los panes mos-
traron una coloracién ligeramente parda, el aroma resulté mds intenso y la
aceptacién global fue la mds satisfactoria. Los mismos caracteres exhibieron
los panes preparados a partir de masas que contenian L.brevis y levadura pero
el volumen resulté algo menor y los caracteres sensoriales menos manifiestos.
Estos resultados indican que este microorganismo tambien podria incorporar-
se a las masas a fin de mejorar las propiedades fisico-quimicas de las mismas y
los caracteres organolépticos del pan.

El pan elaborado a partir de la masa con levadura y Bacillus subtilis, fue
el que presenté menor volumen y ademds forma aplanada o achatada y poco
atractiva. La miga resulté gomosa y eldstica, los alvéolos pocos y compactos y
el color no fue muy oscuro pero tendié mas hacia un tono amarillo. Estas pro-

piedades pueden relacionarse con la capacidad de producir a—-amilasa que pre-
senta B.subtilis (Deak y Timar 1988, Dettori-Campus y col. 1992) que origina
una masay un pan de caracteristicas similares a las que resultan cuando se
emplea harina de trigo germinado. Segin Pomeranz (1985 b) la accién de la

a-amilasa sobre el almidén durante el proceso de panificacién da origen a un
complejo de dextrinas y un levado pegajoso, considerdandose este el efecto mds
perjudicial del trigo germinado. Por otro lado y de acuerdo con esta bibliogra-
fia, Chamberlain y col. (1983) detallaron la naturaleza de los cambios en pega-

josidad, elasticidad, comprensibilidad y densidad de la miga como resultado

de la actividad de la a-amilasa. El efecto global se manifiesta como una soli-
dificacién de la migay un aumento de la densidad del producto. Banasik y
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col. (1978) demostraron que estas modificaciones inciden sobre el peso del gra-
no, sobre la capacidad de absorcién de agua de la harina y sobre el volumen
de pan, mientras que Bushuk (1975) mostré datos de los efectos sobre la mo-
lienda, el color de la harina y el volumen de pan.

Por otro lado, la presencia de un trigo germinado en la harina siempre

se detecta por una modificacién del Falling Number, un aumento de a-ami-
lasa y una disminucién del potencial de la harina para la panificacién (Moot
y Every 1990).

Ademds para el caso de B. subtilis también se encontré que la activi-
dad proteolitica era notable. Logicamente la hidrélisis de proteinas produjo
un aumento de péptidos y aminodcidos, una consecuente pérdida de la in-
solubilidad y un cambio en las caracteristicas de las proteinas.

También cabe mencionar que los caracteres observados por el agregado
de B.subtilis son similares a los que se detectan cuando quedan esporas de es-
te microorganismo en el pan. Estas esporas provenientes de la harina, son
resistentes al calor y quedan en la miga después del horneado si la tempera-
tura del centro de la pieza no sobrepasa los 100 °C, germinando con cierta ra-
pidez cuando el pan se almacena a una temperatura mayor de 20 °C. Como
vimos anteriormente, en estas condiciones se produce el pan llamado visco-
so o filante que tiene una miga blanda, untuosa, coloreada méds o menos in-
tensamente de amarillo, que al cortarlo forma filamentos mucilaginosos y
eldsticos (Jay 1931)

Por lo tanto, de acuerdo con estos resultados podemos deducir que es
deseable una ligera actividad amilolitica y proteolitica de los microorganis-
mos pero que es altamente perjudicial una accién intensa y prolongada. Es

sabido que el agregado de a—-amilasas de cereales, en forma de harina de mal-

ta o de a—amilasas fiingicas o bacterianas, ya sea aisladas o través de cultivos,

se hace con la finalidad de mejorar el sabor del pan, el color de la corteza y so-
bretodo la blandura y color de la miga, pero debe tenerse en cuenta que estos

efectos pueden revertirse cuando la cantidad agregada es excesiva.

Por lo dicho anteriormente, podemos concluir, que cuando se utilizan
microorganismos asociados a la levadura de panaderia, para lograr efectos po-
sitivos sobre la calidad del pan, debe considerarse como condicién importante
de los mismos, que presenten capacidad amilolitica y proteolitica débil y con-
trolable.

Los resultados de este trabajo muestran que los lactobacilos estudiados
cumplen con esta condicién pero ademds son capaces de producir la acidez
necesaria de la masa, mejoran el levado y dan origen a panes que presentan
atributos sensoriales muy aceptables.

La especie homofermentativa L.plantarum asociado a la levadura de
panaderia, di6 origen a masas con mayor capacidad de levado que la especie
heterofermentativa L.brevis,por lo que se deduce que la capacidad de formar
CO3 por accion de las bacterias, no tiene tanta incidencia sobre el volumen de
levado.
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Las caracteristicas de la masa, tales como pH bajo, mayor acidez valora-
ble e incremento de volumen durante la fermentacién, son las que mayor-
mente se reflejaron sobre la calidad de los panes.

TABLA XIX : Caracteristicas de los panes elaborados con levadura comercial
y con microorganismos.

Microorganismo c/ lev Lp-lev L.b -lev B.s—lev

Volumen del

pan (ml /100g ) 487120 514420 490+20 380+20

Altura de la reba-

nada (cm) 8+0,5 8,5+0,5 8,240,5 6.540,5

Relacién corte-

za/miga 0,63 0,47 0,50 0,67

Densidad (g/ml) 0,26 0,25 0,27 -

Aspecto externo normal normal normal achatado

Aspecto de lamiga:  esponjosa > espojosidad algo< gomosa

Alvéolos normales maés grandes mds grandes pocos y
no muy uniformes y uniformes y uniformes compactos

Color blanco ligeramente pardo algo< intermedio

Aroma tipico-débil tipico-mds fuerte ~  tipico-fuerte no tipico

Aceptacién global buena buena buena no aceptado

Referencias : >:mayor ; <:menor

¢/ lev : con levadura L.p-lev : con L.plantarumy levadura

L.b -lev: con L.brevis y levadura B.s—-lev: con B.subtilis y levadura.

En el pan sin levadura sélo se midi6 el volumen. Los valores promedios co-
rrespondieron a 50 + 4 ml.
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Las fotografias 6 y 7 muestran las caracteristicas de algunos de los pa-
nes obtenidos. En la fotografia 6 pueden observarse comparativamente la
altura de la rebanada, el espesor de la corteza y el aspecto de la miga en cuan-
to a tamariio y uniformidad de los alvéolos, para el pan elaborado sélo con le-
vadura comercial, para el preparado con levadura comercial y L. brevis y pa-
ra el fabricado con levadura comercial y L. plantarum.

En la fotografia 7 se comparan los caracteres de la miga, textura mds o
menos abierta, color, tamafio y distribucién de los alvéolos para un pan ela-
borado con L. plantarum y otro con L. brevis, ambos con levadura comercial.
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La produccién de pan, sin el agregado de masas madre, es la préctica
industrial mds utilizada en nuestro pais.

En la bibliografia internacional, las publicaciones sobre masas de pana-
derfa preparadas con harina de trigo, no son infrecuentes (Barber y col. 1983,
1985 a'y b, 1986, 1987, 1988,1989, 1991 ; Collar y col. 1991; Collar Esteve 1994 a
y b), pero tampoco demasiado abundantes.

El hecho de que las caracteristicas de la microflora, su evolucién en las
distintas etapas y sus efectos sobre las masas, dependen fundamentalmente
del procediminento utilizado en la panificacién (Bourgeois y Larpent 1995)
limita o anula el valor de la informacién, sino se refiere especificamente al
proceso desarrollado.

En este caso, precisamente, no se ha encontrado ninguna publicacién
que se refiera a masas de harina de trigo preparadas sin masas madre o sin
starters, ni tampoco estudios referentes a los cambios que ocurren en las dis-
tintas etapas de un proceso estandarizado de panificacién.

De acuerdo con los resultados de este trabajo y teniendo en cuenta la
informacién bdésica obtenida, podemos concluir que la flora microbiolégica
de las masas de panaderia, proviene fundamentalmente de las harinas. Este
hecho se pone de manifiesto sobre todo en las masas preparadas sin levadu-
ra. Sin embargo, cabe destacar, que en las masas elaboradas con levadura, no
se anula la posibilidad de desarrollo de la flora bacteriana y ésta aparece, aun-
que en menor proporcion, como microflora acompafante. Esto demuestra
que en el sistema fermentativo de las masas, es posible la co-existencia entre
bacterias, sobretodo ldcticas y levaduras.

La alta proporcién de ambas especies sugiere que tanto las bacterias
ldcticas como las levaduras, estan involucradas en la fermentacién. Este he-
cho se confirma al demostrar los efectos de estos microorganismos cuando
se inoculan en masas estériles.

Las especies Lactobacillus plantarum var. plantarum y Lactobacillus
brevis, en las masas preparadas con levadura y en masas sin agregado de le-
vadura, pero con crecimiento paralelo de levaduras naturales, resultaron
las especies acidoldcticas mds activas.

Los lactobacilos presentaron una actividad amilolitica, proteolitica y
fermentativa variable, segtin la especie y en algunos casos, diferente a los
180 minutos y a las 24 horas.

Durante el proceso, la capacidad para producir descensos de pHy de-
sarrollo de acidez valorable fue parecida para las dos especies de lactobaci-
los mencionadas, pero L. plantarum mostré mayor compatibilidad y posibi-
lidad de crecimiento, en presencia de levadura, que L. brevis.

Por otro lado, los recuentos de S. cerevisiae durante las etapas del pro-
ceso, fueron ligeramente mds altos y la especie mostré6 mayor capacidad para
el levado de la masa en presencia de L. plantarum que asociada a L. brevis.

Las mezclas de lactobacilos y levadura pueden modificar la esponjo-
sidad, el aroma, ligeramente el color y el volumen de los panes, dependien-
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do estas caracteristicas de las especies y de la proporcién de dichos microor-
ganismos presentes en el sistema.

El ligero aumento del color de los panes y la tendencia hacia un tono
pardo o marrén de los panes elaborados con dichas mezclas, sugiere la posi-
posibilidad del empleo de L. plantarum y L. brevis como starters en masas
de panes negros.

La informacién obtenida es prometedora, confirma la diferencia con
los resultados logrados en otros procesos y pone en evidencia la necesidad
de ampliar el estudio de masas de panaderia de nuestro pais, dada la natura-
leza de los microorganismos tipicos involucrados y su diferente adaptacién
en los distintos sistemas.

Por otro lado, abre un campo de investigaciéon importante en lo refe-
rente a procesos de panificacién de panes elaborados con mezclas de hari-
nas, especialmente panes negros, empleando estos microorganismos con
la finalidad de mejorar las propiedades funcionales de las masas y las carac-
teristicas organolépticas del pan.

Seria interesante llegar a la comprobacién de que el desarrollo de téc-
nicas nuevas, empleando cultivos bacterianos, ademds de la levadura co-
mo agentes de fermentacién, no sélo produce efectos beneficiosos sobre el
color, el aroma o la textura de los panes, sino que aumenta su periodo de
conservacion (por produccion de antifingicos) o mejora el comportamien-
to de las masas en la congelacion.

También es interesante destacar que el estudio de los aspectos micro-
crobiolégicos, bioquimicos y tecnolégicos de las masas de panaderia, tiende
hacia un solo propésito, que es mejorar la calidad del pan.
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Medios de cultivo utilizados

Agua fosfatada (Agua tamponada con fosfato para diluciones)

(Butlerfield, 1932)
Solucién stock de tampén fosfato: Se disuelven 34 g de PO4HK en 500 ml de

agua destilada. Se ajusta el pH a 7,2 con NaOH 1 Ny se diluye hasta 1 litro

con agua destilada.

Se esteriliza la solucién en autoclave 15 minutos a 121° C y se conserva en
refrigerador hasta su uso. El pH final debe ser 7,0.

Agua tamponada para diluciones: Se afiaden 1,25 ml de la solucién stock de

tampén fosfato en 1 It. de agua destilada. Se distribuye en frascos ¢ tubos en
volumenes predeterminados de tal forma que el volumen después de la

esterilizaciéon en autoclave sea + 2 % del deseado.

Agar-manitol- sal comiin-rojo de fenol

Composicién (g/ litro)

Peptonal0,0; extracto de carne 1,0; cloruro sédico 75,0; D (-) manitol 10,0; rojo
de fenol 0,025; Agar-agar 12,0.

Preparacién

Se disuelve 108 g/ litro, se esteriliza en autoclave ( 15 minutos a 121° C) y se
vierte en placas.

pH:7,4 +0,1.

Las placas con medio de cultivo son claras y de color anaranjado.

Incubacién: hasta 3 dias a 37 °C.

Agar MRS (Agar para Lactobacillus seg. DE MAN, ROGOSA Y SHARPE)
Composicién (g/litro)

Se disuelve 62 g/ litro y esteriliza en autoclave ( 15 minutos a 121° C). Se
vierte en placas.

pH: 6,5+ 0,1.

Las placas con medio de cultivo son claras e incoloras.

Incubacién: hasta 3 dias a 37 °C o0 5 dias a 30 °C en atmésfera de O, reducida,
enriquecida con COy,
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Agar Baird Parker (Agar selectivo para estafilococos segn Baird- Parker)
Composicién (g/litro)

Peptona de caseina 10,0; extracto de carne 5,0; extracto de levadura 1,0; pi-
ruvato sédico 10,0; glicina 12,0; cloruro de litio 5,0; agar-agar 15,0.
Aditivos: emulsién de yema de huevo - telurito de potasio 50 ml.

Preparacion
Se disuelve 58g en 0,95 litros, se esteriliza en autoclave (15 min. a 121° C)

se enfria a 45-50° C, se afnade 50 ml de emulsién yema de huevo -telurito y
se vierte en placas.

pH: 6,8 £0,2.

Incubacién: desde 24 hasta 48 horas a 37 °C.

Agar furazolidina (FTO)
Composicién

Peptona 10 g; extracto de levadura 5 g ; cloruro sédico 5 g ; glucosa 1 g; agar-
agar 12 g; Solucién de furazolidina 0,02 %.

Preparacion
Se disuelve en 1 litro de agua destilada, se esteriliza en autoclave ( 15

minutos a 121° C) se deja enfriar y se agrega solucién de furazolidina al 0,02
% vy se vierte en placas.

pH: 7,0+ 0,1.

Incubacién: 24-48 horas a 35 °C.

Medio para movilidad

Composicién

Extracto de carne 0,3 g.; peptona 1 g.; cloruro sédico 0,5 g.; agar-agar 0,5 g.

Preparacién
Se afiaden los ingredientes a 100 ml de agua destilada. Se mezcla y calienta

ebullicién hasta disolucién completa. Se enfria a 50-60 °C. Después de la
esterilizacién el pH debe ser 7 + 0,2. Se distribuye en tubos
aproximadamente 8 ml. Esterilizar en autoclave ( 15 min. a 121° C). Se
siembra por puncidn.
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Utilizacién aerébica y anaerébica de la glucosa

Composicién (g/litro)
Triptona 10; extracto de levadura 0,1; glucosa 1; purpura de bromocresol

0,004; agar- agar 0,2.

Preparacién
Se coloca en tubos 10 ml y se autoclava 20 min a 115 °C . Los tubos son

fuertemente inoculados con ansa de punta en aguja y uno de cada par de
tubos es cubierto con una capa de 1-2 cm de parafina liquida estéril.

Posteriormente son incubados a 37 °C por 5 dias.

Caldo ensayo para arginina-dehidrolasa
Composicién
Peptona de carne 1,25 g.; extracto de levadura 0,75 g.; D(+) glucosa 0,25 g.;

parpura de bromocresol 0,004 g..

Preparacién
Se disuelve y se lleva con agua destilada a 250 ml. Dejar 50 ml para control y

agregar L-arginina monohidrato a razén de 5g/1. Distribuir en tubos 0,25 ml.
pH: 6,7 £ 0,1. Se esteriliza en autoclave ( 15 min. a 121° C). Tanto el medio de
cultivo completo como los tubos de control se siembran con el cultivo puro
en cuestion. Para lactobacilos se recomienda cubrir con parafina liquida
estéril. Incubacién: Hasta 4 dias a temperatura optima. Durante las primeras
6-8 horas el medio es de color amarillo intenso. Si se degrada la arginina el
medio se torna violeta. Los cultivos control deben permanecer amarillos
sino el ensayo no es valido.

Caldo almidén
Composicién (g/litro)

Triptona 0,5; extracto de levadura 0,3; almidén 1

Preparacién
Se disuelve en 100 ml de agua destilada. Comprobar el pH: 7- 7,2 y se esteri-

liza en autoclave (15 min. a 121° C). El almidén se agrega al 1 % estéril.
Se incuba a 32 °C durante 48-72 hs.
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Reduccién de nitratos

Composicién (g/litro)

Peptona de carne 8,6; cloruro sédico 6,4; nitrato potdsico 1,5.

Preparacién
Se disuelve 16,5 g por litro del medio, se fracciona en tubos y se esteriliza en

autoclave (15 min. a 121° C). pH: 7,2 £ 0,1. El caldo preparado es claro e
incoloro.
Incubacién: 12-24 horas a temperatura éptima. A continuacién se investiga

con los correspondientes reactivos, la degradacién de nitrato con reactivo de

Griess-Tlosva.

Agar gelatina
Composicion (g/litro)
Gelatina 3; cloruro sédico 1; agar-agar 1,5.

Preparacion
Se disuelve en 100 ml de agua destilada. Se comprueba el pH: 7 - 7,2 y se

esteriliza en autoclave (15 min. a 121° C). Se distribuye en placas. Se inoculan
las placas por estria y se incuban a 32 °C durante 48-72 hs. Para leer los
resultados, se inundan las placas con 8-10 ml de una solucién de ClHg .
Reaccién positiva se manifiesta por un aclaramiento del medio en las
proximidades de la linea de crecimiento.

Caldo MR-VP (Caldo rojo de metilo -Voges-Proskauer)
Composicién (g/ litro)

Peptona tamponada 7; D(+) glucosa 5; tampén de fosfatos 5.

Preparacién

Disolver 17 g por litro, distribuir en tubos a razén de 5 ml y esterilizar en
autoclave (15 min. a 121 °C). pH 6,9 £ 0,1.

Se siembran 2 tubos de Caldo MR-VP con el cultivo puro de 18-24 hs.
Incubacién: 4 dias a 37° C.

Se agregan los reactivos para rojo de metilo y Voges-Proskauer

directamente a una alicuota incubada antes de intentar la interpretacion.
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Agar citrato de Simmons

Composicion (g/litro)

Dihidrogenofosfato aménico 1; hidrogenofosfato dipotdsico 1; cloruro sédico
5; citrato sédico 2; sulfato de magnesio 0,2; azul de bromotimol 0,08; agar-

agar 13.

Prepara cidn

Se disuelven 22,5 g por litro, esterilizar en autoclave ( 15 min. a 121° C) y se
preparan tubos inclinados, o bien se vierte en placas.

pH 6,6 = 0,1.
Las placas con medio de cultivo o los tubos inclinados son claros y de color

verde.

Medio basal inorganico (BIM B)

Composicién (g/litro)
KoHPO4 0,8; KH2PO4 0,2; CaSO4 2H?20 0,05; MgSO4 7 H20 0,5; FeSO4 7H20

0,01; (NH4)25041.

Preparacic’)n

Se disuelve en 1000 ml de agua destilada. Se esteriliza en autoclave (15 min.
a 121° C). Se distribuye en placas. Se inoculan las placas por estria y se in-
cuban a 32 °C durante 48-72 hs.

Fermentacion de carbohidratos para Lactobacillus sp.

Composicién

Medio base: Peptona 2,5 g,; extracto de levadura 1,25; Tween 80 0,25; PO4HK>
0,5 g,; acetato de sodio 1,25 g,; SO4Mg, 7 HyO 0,025 g,; sulfato de manganeso
0,0125 g.; citrato de amonio 0,5 g .

Indicador: Piarpura de bromocresol al 1 %.

Aztcares utilizados: arabinosa, galactosa, manosa, melibiosa, lactosa,
cellobiosa, salicina, sorbitol, trehalosa, xilosa, manitol, glucosa, maltosa,
ribosa, rafinosa, ramnosa, fructuosa, amigdalina.

Preparacién
Se reparte el medio base en tubos (2,25 ml) y se esteriliza en autoclave a 110

°C durante 10 min.
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Se inoculan los cultivos en el medio basal recomendado, que es el MRS
caldo con glucosa y extracto de carne omitidos, usando microorganismos de
crecimiento vigoroso. Y se agregan los azicares en alicuotas de 0,25 ml en

condiciones estériles (soluciones de azucares al 10 % p/v).

Produccién de acidos a partir de azticares para Micrococcus sp.

Composicion

Medio base: Fosfato didcido de amonio 0,1 g; cloruro potdsico 0,02 g; MgSOg.
7 HyO 0,02 g; exiracto de levadura 0,1 g; parpura de bromocresol 0,004.

Azticares utilizados: manosa, lactosa, galactosa y glicerol.

Preparacién
Medio base: Se disuelve en 100 ml de agua destilada. Repartirlo en tubos

pequefios (2 ml), se esteriliza en autoclave (15 min. a 121 °C), se siembra con
el cultivo puro de 18-24 hs objeto de investigacién y se agrega 0,1 ml de
solucién de azicar al 10 %. Incubar 35-37 °C durante 7 dias.

Produccion de acetoina
Se siembra en caldo RM-VP 2,5 ml del cultivo y se agrega 0,5 ml de naftol en
etanol al 5 % y 0,2 ml de solucién de hidréxido de potasio al 40 %. Agitar

suavemente. Descansar 10 a 15 min.

Agar caseina

Composicién

Caseina 3 g; cloruro sédico 1 g; agar -agar 1,5 g.

Preparacién
Se disuelve en 100 ml de agua destilada. Se comprueba el pH: 7 - 7,2 y se

esteriliza en autoclave (15 min. a 121° C). Se distribuye en placas. Luego se
inoculan las placas por estria y se incuba a 32 °C durante 48-72 hs.

Agar gluten
Composicion

Gluten 0,3 g; cloruro sédico 1 g; Agar -agar 1,5 g.
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Preparacion
Se disuelve en 100 ml de agua destilada. Se verifica el el pH: 7 - 7,2 y se
esteriliza en autoclave (15 min. a 121° C). Se distribuye en placas. Se

inoculan las placas por estria y se realiza la incubacién a 32 °C durante 48-72
hs.

Medio 1-1-1
Composicion
Lactosa 10 g; cloruro sédico 10 g; extracto de levadura 10 g.

Preparacién
Se disuelve en 1000 ml de agua destilada. Se regula el pH a 7 - 7,2. Se

distribuye en placas. Incubacién ; a 32 °C durante 48-72 hs.

Agar tributirina (Agar glicerina tributirato)
Composicién (g/litro)
A partir de la degradacion de la tributirina se producen halos de

aclaramiento alrededor de las colonias, en contraste con el resto de medio de
cultivo que permanece turbio. El medio debe presentarse con aspecto de
emulsion turbia homogénea.

Peptona de carne 2,5 g; Peptona de casefna 2,5 g; Extracto de levadura 3 g;
Agar-agar 12 g.

Preparacién

Se adiciona 1 % de tributirina. El medio se siembra por el procedimiento de
incorporacién y vertido o por estria en superficie. Incubacién a temperatura
6ptima durante 72 horas.

Caldo triptona
Composicién (g/ litro)

Peptona de caseina 10 g; cloruro sodico.

Preparacion

Disolver 15 g/litro, distribuir en tubos y esterilizar en autoclave (15 min. a
121° C). pH: 7,3. El color del caldo es claro e incoloro.
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Caldo cerebro corazén

Composicién (g/litro)
Substrato alimenticio (extracto de cerebro, extracto de corazén y peptona)
27,5; D(+) glucosa 2,0; cloruro sédico 5,0; hidrégenofosfato disédico 2,5 .

Preparacién
Se disuelven 37 g /litro y se esteriliza en autoclave (15 min. a 121° C). Se

regula el pH: 7,4 + 0,2. El color del caldo es ligeramente parduzco.

Agar manitol- yema de huevo - polimixina (MYP)

Composicién (g/litro)
Peptona 1; manitol 10; cloruro sédico 2; SO4Mg 0,1; NapHPO4 2 5; KH,PO4

0,25; azul de bromotimol (o rojo de fenol) 0,12; piruvato de sodio 10; agar
agar 14; polimixina B 5000 unidades equivalente a 100.000 Unid./ 1 de medio.
Se regulael pHa7,2.

Preparacion
Se suspenden 20,5 g en 475 ml de agua destilada y se hierve hasta disolver

completamente. Se esteriliza en autoclave (15 min. a 121° C). Se calienta a 50
°C y asepticamente se adiciona 1 vial de suplemento (polimixina B)
reconstituida con 2 ml de agua destilada y luego 25 ml de emulsién estéril de
yema de huevo. Se mezcla bien y se distribuye en placas. La peptona al 0,1 %
y la adicién de piruvato de sodio mejora la precipitacién y aumenta la
esporulacion.

El azul de bromotimol ( o el rojo de fenol ) es afiadido como indicador para
detectar la utilizacion de manitol. El medio tiene una concentracién final de
100 Unidades de polimixina B como agente de aislamiento (sugerido por
Donovan y aceptado satisfactoriamente por Mossel).

Caldo nutritivo
Composicién (g/litro)

Peptona de carne 5,0; extracto de carne 3,0.
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Preparacién

Se suspenden hasta disolucién 8 g /litro y se esteriliza en autoclave (15 min.
a 121° C). pH: 7,0 £ 0,2. El color del caldo es claro e incoloro hasta con una

tonalidad amarillenta.

Medio KF para estreptococos (base)

Composicién (g/litro)

Proteosa-peptona 10,0; extracto de levadura 10,0; cloruro sédico 5,0;
glicerofosfato sédico 10,0; maltosa 20,0; lactosa 1,0; azida sédica 0,4; Parpura
de bromocresol 0,015; Agar-agar 15,0.

Aditivo: 2,3,5-trifeniltetrazolio cloruro (ITC) 0,1.

Preparacién
Se disuelven 71,5 g /litroy se esteriliza en autoclave (10 min. a 121 °C). pH:

7,2. Dejar enfriar hasta 50 °C aproximadamente, se incorporan 10 ml de una
solucién al 1 % de TTC (2,3,5-trifeniltetrazolio cloruro). Se vierte en placas.
Las placas con medio de cultivo son claras y de color violeta. Incubacién 48
horas a 37 °C.

Agar plate count (Agar peptona de caseina-glucosa-extracto de levadura)
Composicién (g/litro)

Peptona de caseina 5,0; extracto de levadura 2,5; D(+) glucosa 1,0; Agar-agar
14,0.

Preparacién

Se disuelven 22,5 g/litroy se esterilizan en autoclave (15 min. a 121 °C). Se
regula el pH: 7,0. Las placas con medio de cultivo son claras e incoloras.

YGC (Agar-extracto de levadura-glucosa-cloramfenicol)
Composicién (g/litro)

Extracto de levadura 5,0 ; D(+) glucosa 20,0; cloramfenicol 0,1; agar-agar 14,9.

Preparacion
Se disuelven 40 g/litro y se esteriliza en autoclave (15 min. a 121° C). Se

controla el pH: 6,6. Las placas con medio de cultivo son claras y parduzcas. Se
incuba unos 4 dias a 25 °C.
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Agar EMB (Agar eosina-azul de metileno - lactosa - sacarosa)

Composicién (g/litro)
Peptona 10,0; hidrogenofosfato dipotdsico 2,0; lactosa 5,0; sacarosa 5,0; eosina

amarillenta 0,4; azul de metileno 0,07; agar-agar 13,5.

Preparacion
Se disuelven 36 g/litro, se esteriliza en autoclave (15 min. a 121 ° C) y se

vierte en placas. Regular el pH: 7,1. Las placas se siembran finamente en

superficie, por estria. Incubacién: 24 horas a 37 °C.

Caldo Mc Conkey
Composicién (g/litro)
Peptona de caseina 20,0; lactosa 10,0; bilis de buey, desecada 5,0; purpura de

bromocresol 0,01.

Preparacién
Se disuelven 35 g/litro, se fracciona en tubos provistos de campanas

DURHAM vy se esteriliza en autoclave (15 min. a 121° C). pH: 7,1. El caldo
distribuido es claro y color violeta. Incubacién: 48 horas a 37 °C.

Formacién de gas y dcido: Sospecha de presencia de E. coli eventualmente
junto con Coliformes.

Sélo formacion de dcido: Sospecha de presencia de Coliformes, sin existencia
de E. coli.

Agar VCRB (Agar- violeta cristal- rojo neutro- bilis )
Composicién (g/litro)

Peptona de carne 7,0; extracto de levadura 3,0; cloruro sédico 5,0; lactosa 10,0;
Rojo neutro 0,03; mezcla de sales biliares 1,5; violeta cristal 0,002; agar-agar
13,0

Preparacién
Se disuelven 39,5 g/litro, y se esteriliza con cuidado a vapor fluente (30

min.). pH: 7,4. El medio de cultivo preparado es claro y rojizo parduzco.
Incubacién: 24 horas a 37 °C.
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Medio de cultivo OF (Medio de cultivo para el ensayo de oxidacién
-fermentacién) seg. Hugh y Leifson (base)

Composicién (g/litro)

Peptona de caseina 2,0; extracto de levadura 1,0; cloruro sédico 5,0; lactosa
10,0; hidrogenofosfato dipotdsico 0,2; Azul de bromotimol 0,08; agar-agar 2,5.
Aditivo: carbohidrato 10,0

Preparacién
Se suspenden y disuelven 11,0 g/litro, y se esteriliza en autoclave (15 min. a

121° C). Se deja enfriar hasta 50 °C y se incorporan 100 ml/litro de una
solucidn, esterilizada por filtracion, al 10 % de D (+) glucosa, lactosa, sacarosa
u otro carbohidrato. Se distribuye en tubos hasta alcanzar unos 5 cm de
altura. En la mitad de los tubos preparados, e inmediatamente después del
enfriamiento, se recubre el medio de cultivo con una capa de parafina
liquida estéril. pH: 7,1. El medio de cultivo preparado es claro y de color
verde. Incubacién: 48 horas a temperatura 6ptima.

Caldo Brila (Caldo verde brillante- bilis- lactosa)
Composicién (g/litro)
Peptona 10,0; lactosa 10,0; bilis de buey, desecada 20,0; verde brillante 0,0133.

Preparacién
Se disuelven 40 g/litro, distribuir en tubos de ensayo provistos de campanas

de DURHAM vy se esterilizan en autoclave (15 min. a 121° C). pH: 7,2 + 0,2. El
caldo de cultivo preparado es claro y de color verdoso. Se siembran los tubos.

Incubacién: 24-48 horas a 37 °C 6 a 44,5 °C.
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