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INTRODUCCION

Las bacterias lacticas (BAL) son bacterias fermentadoras que habitan o son
intencionalmente adicionadas a medioambientes ricos en carbohidratos y proteinas.
Las BAL incluyen un grupo heterogéneo de microorganismos, agrupadas en los
geéneros Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weisella.
En funcibn de su metabolismo de azucares se clasifican en BAL homo o
heterofermentantes. Estas ultimas fermentan glucosa generando como producto COx,
acido lactico y acido acético. Como se consumen sin riesgos desde hace miles de
anos, es que lograron el estatus GRAS: generally recognised as safe. Algunas
especies de lactobacilos heterofermentantes (LH) suelen integrar la microflora de
masas madres utilizadas tradicionalmente para obtenciéon de panificados artesanales.
La produccion de metabolitos durante la fermentacion afecta la calidad sensorial, la
textura y la vida util de panes elaborados con masa madre confiriendo ventajas con
respecto a los panificados realizados Unicamente con levadura comercial. Los acidos
lactico y acético producidos inhiben microorganismos patdégenos y alterantes,
retardando ademas la retrogradacién del almidén, fendmeno relacionado con el
envejecimiento del pan (Gobbetti M. 1998; Font de Valdez y col., 2010; Guerzoni y col.,
2011).

La celiaquia es una enfermedad hereditaria y autoinmune donde la pared del intestino
delgado se dafa por intolerancia al gluten. En Argentina, se estima que 1 de cada 100
personas es celiaca (Ministerio de Salud, 2008). El unico tratamiento eficaz es una
dieta libre de gluten de por vida. La conservacion de pan “fresco” para celiacos es un
problema aun no resuelto. La adicion de fermentos lacticos seleccionados a
elaboraciones con levadura comercial podria mejorar textura y vida util del alimento.
El Cepario del INLAN cuenta con LH salvajes aislados de muestras enviadas por
industrias lacteas regionales e identificados genéticamente como Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri y Weissella cibaria. En este
trabajo se plantea evaluar su aptitud para desarrollar en harina de trigo y en una
premezcla comercial para celiacos. Estas cepas autéctonas de grado alimentario
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podrian contribuir a mejorar el pan para celiacos, facilitando un aspecto diario en la
alimentacién de un numeroso grupo de personas de nuestro pais.

OBJETIVOS

-Estudiar el desempeno de 16 cepas de lactobacilos heterofermentantes en la
fermentacion de harina de trigo y de una premezcla comercial para celiacos.
-Evaluar el efecto del agregado de NaCl a las masas sobre el crecimiento de un grupo
de cepas de lactobacilos heterofermentantes.

METODOLOGIA

Cepas y condiciones de cultivo

Se utilizaron 16 cepas de lactobacilos heterofermentantes (LH) pertenecientes al
Cepario del INLAIN y seleccionadas en base a estudios previos. Lactobacillus brevis
(2), Lactobacillus buchneri(1), Lactobacillus fermentum(12) y Weissella cibaria (1). Las
mismas fueron cultivas en caldo deManRogosa and Sharp (MRS, Biokar, Beauvais,
Francia) a 30 °C por 24-48h, salvo para Lactobacillus fermentum (37°C).

Crecimiento en masas

La mayoria de las propiedades beneficiosas atribuidas a la masa madre se debe a la
actividad acidificante de las BAL. Se evalud la capacidad de las cepas de desarrollar
en una masa preparada con una Premezcla comercial para Celiacos (PcC)
(Rendimiento de Masa, RM= 160, peso masa x 100/peso harina) inoculada (10®
UFC/g) con una suspension de células lavadas e incubada a 30 °C durante 18 h. Se
determinaron recuentos microbiolégicos (MRS agar, 30 °C a 24 h en microaerofilia) y
pH al inicio, 2, 4 y 24 h. Como controles se utilizaron masas preparadas e incubadas
en forma analoga pero sin inocular, para las que s6lo se realizé observacién visual y
valoracién sensorial (aroma y apariencia).

Andloga experiencia se desarroll6 en harina de trigo con el objetivo de evaluar el
comportamiento de las cepas en una matriz mas convencional.

Tolerancia a sal en la matriz de masa

En base a la capacidad de desarrollo en las masas y a resultados obtenidos en
experiencias anteriores, 6 cepas (Lb. brevis 61 y 66, Lb. buchneri 39, Lb. Fermentum
22 y 68, W.cibaria 20) fueron seleccionadas. Se estudio el desarrollo en masa de PcC
y de trigo con y sin el agregado de NaCl (2% p/p), por determinacion de la variacién de
pH a tiempo inicial y luego de una incubacion (4 h a 30 °C) (Gaggiano y col. 2007).

RESULTADOS Y DISCUSION
Crecimiento en masas
El desarrollo en masa de PcC y trigo se evalu6 para todas las cepas en estudio por

determinacion de pH y a través de recuentos microbiolégicos. Se analizé de manera
visual la produccién de gas (CO) en los paquetes de masa fermentada por cada cepa.



Para PcC, las cepas de W. cibaria, Lb. brevis y Lb. buchneri disminuyeron el pH inicial
de las masas entre 1,84 y 2,02 puntos de pH a las 24 h. Las cepas de Lb. fermentum
fueron menos efectivas, con disminuciones entre 1,32-1,91; mas aun la cepa 52 sélo
logré una disminucion de 0,87(Figura 1). En cuanto a los recuentos, a las 24h se
mantuvieron o incrementaron en 0,3-0,8 drdenes logaritmicos respecto de los
recuentos iniciales. La masa se torné esponjosa (presencia de numerosas burbujas
diminutas) y su aroma suave y agradable, ligeramente acido. En general, las cepas
fueron capaces de desarrollar en la matriz propuesta.

Andloga experiencia se realiz6 en masa de trigo observando que las cepas de W.
cibaria, Lb. brevis y Lb. buchneri disminuyeron el pH inicial de las masas entre 0,86 y
2,15 puntos de pH a las 24 h. En esta matriz, las cepas de Lb. fermentum
disminuyeron el pH en aproximadamente el mismo rango (0,75-2,21) (Figura 2). Los
recuentos a las 24 h se incrementaron entre 0,6 y 2 6rdenes logaritmicos con respecto
al valor inicial. Notoriamente, algunas cepas de Lb. fermentum mostraron escaso
desarrollo en 24 h (cepa 22, 0,7 6rdenes logw), mientras que otras lograron
importantes diferencias en ese tiempo (1,9 y 2 6rdenes log para las cepas 18 y 19,
respectivamente). Las cepas de las demas especies aumentaron sus recuentos
iniciales entre 1,2 y 1,7 6rdenes logw, siendo W.cibaria 20 la que alcanzé mayor
desarrollo. La masa de trigo control, se torné esponjosa por la presencia de burbujas
de gran tamafo, de color marrén oscuro, con aroma fuertemente acido y fétido. La
masa de trigo inoculada presentd color marrén claro, presencia de gas en forma de
burbujas medianas y pequenas, y aroma acido de variada intensidad segun la cepa en
cuestion.

(a) (b)

0 4 8 2 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (h) Tiempo (h)

vl PCC 46 et PCC 49 --raermr PCC 18 PCC22  ——PCC19  —4— pood7
—o— pcc 27 --X--pcc59  —e— poc6s —-—--pcc6s —— poc38 pec 52

--e-- pec20 e poc 39 e pec 61 —&— pec 66

Figura 1.Evolucion del pH en masas preparadas con PcC y fermentadas (30 °C) con cepas de
W.cibaria (20), Lb. brevis (61y 66) y Lb. buchneri(39) (a) y cepas de Lb. fermentum(b).
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Figura 2Evolucién del pH en masas preparadas con harina de trigo y fermentadas (30 °C) con
cepas de W.cibaria(20), Lb. brevis(61y 66) y Lb. buchneri(39) (a) y cepas de Lb. fermentum(b).



Tolerancia a sal en la matriz de masa

En las masas preparadas con PcC, las cepas lograron mayores disminuciones de pH
(0,50-0,85) en las masas sin sal agregada entre to y ts (Figura 3).En masas con sal la
diferencia fue menor (0,15-0,40), siendo la cepa de W. cibaria la mas afectada por la
presencia de sal. También en las masas preparadas con harina de trigo las cepas
lograron mayores disminuciones de pH entre t, y t4 (1,08-1,55) cuando no se les
agrego sal; mientras que en las masas con sal la diferencia fue de 0,64-1,28. En este
caso las cepas mas afectadas por la presencia de sal fueron Lb. fermentum 22y 68.

< 1,4 4
>‘I 2 +
’1 mTrigo
m Trigo NaCl
ol o PCC
0,6 —
0.4 1 = PCC NaCl
0,2 - =
0 ol
20 22 61 66 39 68

Cepas

ApH entre t0

Figura 3: Tolerancia a NaCl (2% p/p) en PcC y harina de trigo.
CONCLUSIONES

Las cepas analizadas son capaces de adaptarse y desarrollar en masas preparadas
con harinas de trigo o PcC, a pesar de provenir de matrices lacteas. Por otro lado,
pudo observase que el agregado de NaCl afecta el desarrollo de las cepas en las
masas preparadas con los dos tipos de harinas, aunque no inhibe totalmente su
crecimiento.
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