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Resumen y Abstract

0O Resumen y Abstract

0.1 Resumen

Se elaboraron las masas agrias (MA) por fermentacion con L. brevis, L plantarum
y L. sanfranciscensis. Se estimé la protedlisis de MA (24 h de fermentacion) por la
concentracion del nitrdgeno amino primario (NAP). Como controles se produjo una
masa acidificada quimicamente y otra sin ningin agente acidificante, para
considerar la actividad proteolitica de las enzimas de la harina. A las MA se les
determiné el contenido de células, pH, % acidez, distribucion de las proteinas
(albuminas, globulinas y gliadinas) extraidas secuencialmente de acuerdo a su
solubilidad, y su analisis gor electroforesis PAGE-SDS. Todas las MA tuvieron
entre 1.15x10° y 1.6x10° UFC/g, su pH disminuyé y su % acidez aumenté
significativamente después de 24 h de fermentacion. La fermentacion de las MA
con lactobacilos resulté en una degradacion proteinica diferenciada en funcién del
tipo de microorganismo. El valor de NAP vari6 de mayor a menor como: L.
sanfranciscensis (3467.74 mg/kg) > L. brevis (2953.48 mg/kg) > masa acidificada
(2608.87 mg/kg) > L. plantarum (2370.97 mg/kg) > masa sin ningun agente
acidificante (1951.61 mg/kg). Se demostré que el grado de protedlisis en las
masas agrias con lactobacilos fue mayor usando L. sanfranciscensis y L. brevis
gue el obtenido por acidificaciéon quimica.

A partir de las masas agrias se elaboraron panes, mostrando color, olor y sabor
caracteristico de productos fermentados, conteniendo un mayor porcentaje de
humedad los elaborados con las MA, principalmente los inoculados con L.
sanfranciscensis y L. brevis. Se determiné el volumen especifico a los panes, y el
% de proteina no presentando diferencia significativa. Respecto a la textura de los
panes, los elaborados con MA presentaron una menor suavidad, sin embargo,
todos los tratamientos presentaron una elasticidad mayor al 80%, respecto a la
resilencia no presentaron diferencia significativa los adicionados con BAL y el
control, pero el tratamiento adicionado con &cido lactico fue diferente a todos,
presentando la mayor resilencia.
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Resumen y Abstract

0.2 Abstract

Sourdoughs (SD) were prepared by fermentation with Lactobacillus brevis,
Lactobacillus plantarum and Lactobacillus sanfranciscensis. SD proteolysis (24 h
of fermentation) was estimated quantifying the production of primary amino
nitrogen (PAN). Two controls were elaborated: one acidified chemically with lactic
acid, and another without any acid or lactic acid bacteria, in order to evaluate the
proteolysis by enzymes contained intrinsically in the flour. SD cells count, pH, %
acidity, proteins distribution (albumins, globulins, and gliadinas) sequentially
extracted based on their solubility, and analyzed by SDS-PAGE electrophoresis,
were determined. All the SD had in between 1.15x10° and 1.6x10° CFU/g, and
exhibited a significant drop in pH, and increase in % acidity after 24 h of
fermentation. PAN values were from higher to lower: L. sanfranciscensis (3467.74
mg/kg) > L. brevis (2953.48 mg/kg) > SD added with lactic acid (2608.87 mg/kg) >
L. plantarum (2370.97 mg/kg) > plain SD (1951.61 mg/kg). It was demonstrated
that SD made with lactobacilli exhibited a significantly higher degree of hydrolysis,
protein fractions hydrolysis was differentiated.

Bread was produced from the SD which exhibited characteristic color, odor and
flavor of fermented products, and those made with L. sanfranciscensis and L.
brevis also had higher moisture content. The SD breads did not show significant
differences in the specific volume and % protein. SD bread had lower softness but
same resilience as those made with LAB and the controls. The treatment made
with lactic acid was more resilient. All the treatments had an elasticity of over 80 %.
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Introduccion

1 Introduccidn

La fermentacién de masas agrias es un proceso tradicional usado en la industria
de panificacion para mejorar la calidad y el sabor de los productos horneados. La
adicion de masas agrias en la panificacion afecta en diferentes maneras las
propiedades finales del producto. En el transcurso de la fermentacion, tienen lugar
muy diversas actividades metabdlicas y cada una de ellas, es responsable de los
cambios que ocurren en las caracteristicas de la harina de trigo que generan un
mayor volumen de la hogaza, el retraso en la retrogradacion, mejor sabor y aroma,
mayor valor nutrimental, un menor indice glicémico y mayor vida Gtil del pan por la
inhibicién de los microorganismos de deterioro (Thiele y col., 2004; Zotta y col.,
2006; Ganzle y col., 2008).

Diversos estudios sobre la microbiologia de la fermentacion de las masas agrias
han mostrado que, ademéas de la produccién de acidos organicos y CO,, se
producen bacteriocinas, compuestos antifungicos y exopolisacaridos que pueden
contribuir al volumen y la suavidad de la miga. Ademas ocurren muy diversos
procesos de degradacion, por ejemplo sobre las fracciones de gliadina del gluten,
lo que abre nuevas perspectivas de aplicacion de las masas agrias en temas de la
salud (Lacaze y col., 2007). Los microorganismos que participan en la
fermentacién de las masas agrias son diversos y han sido aislados e identificados,
siendo los de mayor prevalencia las bacterias pertenecientes al género
Lactobacillus, sobresaliendo L. plantarum, L. brevis y L. sanfranciscensis (Le6n y
col., 2006).

Las bacterias acido lacticas (BAL) degradan los carbohidratos presentes en la
harina de trigo y producen acido lactico disminuyendo el pH a valores alrededor
de 4. Las bacterias homofermentativas, como L. plantarum, sintetizan solo acido

lactico sin liberar CO,, mientras que las heterofermentativas, como L. brevis y L.
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Introduccion

sanfranciscensis, ademas de acido lactico producen etanol, acido acético y CO,
(Lebn y col., 2006); esta ultima produce ademds un exopolisacarido que mejora la

textura del pan (Korakli y col., 2001).

Durante la fermentacion, las BAL pueden exhibir cierta actividad proteolitica
especifica de cada cepa y se dice que juegan solamente un papel menor en los

eventos proteoliticos totales durante la fermentacion (Thiele y col., 2004).

Por ello se estudiaron los cambios inducidos en las masas agrias por cada una de
las tres cepas de lactobacilos, L. plantarum, L. brevis y L. sanfranciscensis,
comparados con los producidos por acidificacion con &cido lactico en las masas

agrias.

Panes elaborados con masas fermentadas, presentan un olor y sabor
caracteristico de productos fermentados, la degradacion de proteinas ocurre
durante la fermentacion de la masa, generandose un mayor numero de

aminoacidos, que son los responsables del olor y sabor (Géanzle y col., 2008).

La textura, apariencia y sabor son tres componentes para determinar la
aceptabilidad de un alimento, la textura es medida de manera subjetiva por un
instrumento que imita la masticabilidad, dando como resultados una curva tipica
de Analisis de Perfil de Textura (Bourne, 1978).

Fermentacion de masas por bacterias dcido-ldcticas con actividad proteolitica, para la
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Obijetivos

2 Justificacion

La contribucion del presente trabajo, va enfocado a la poblacién en México que
gusta del consumo de pan, buscando cubrir una dieta mas flexible, pragmaética,
sujeta a modas y estereotipos. El consumidor esta buscando productos de mayor
calidad, versatiles, frescos y saludables. Esto porque la poblacion mexicana se ha
visto afectada por diversos factores tales como malos habitos alimenticios,
sedentarismo y sobrepeso; lo que nos ha llevado de acuerdo a estadisticas
presentadas por el (INEGI) en 2008 a tener una tasa de incidencia de diabetes
mellitus tipo Il de 371.55 personas por cada cien mil. Por lo que dicha enfermedad
se coloca como la primera causa de muerte en México desde el 2000. Siendo los
estados de Distrito Federal, Coahuila, Morelos, Guanajuato, y Michoacan los que
presentan la mayor tasa de mortalidad.

Ahora no solo debemos crear productos que sean practicos sino, que también nos
ayuden a contrarrestar los problemas de salud que se estan presentando en la
poblacién mexicana, sin olvidar que somos el pais con el mayor niumero de
personas obesas.

Una alternativa para cubrir estas necesidades, es la produccion de pan de trigo,
elaborado con masas fermentadas, adicionando BAL. Las bacterias acido-lacticas
con actividad proteolitica tienen gran importancia en la fabricacion de productos a
partir de trigo, debido a que han sido reportados los siguientes beneficios:

Mejora la calidad del pan prolongando su vida uatil por inhibicion de
microorganismos, retarda el envejecimiento, mejores caracteristicas sensoriales
(color, olor y sabor del pan), mejoramiento en la calidad nutricional debido a la
hidrolisis de agentes quelantes como el acido fitico incrementando la
biodisponibilidad de minerales, los panes elaborados a partir de masas agrias
tienen un bajo indice glicémico (IG), los cuales son recomendados para personas
con problemas de diabetes.

En el presente trabajo, se evalud la actividad proteolitica de distintas BAL en
masas de panificacion y se formularon panes a partir de las mismas, para su
evaluacion.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluacion de la actividad proteolitica de bacterias acido-lacticas en masas agrias
para la elaboracién de productos horneados y su evaluacion fisicoquimica y

sensorial.

3.2 Objetivos particulares

Estimar la protedlisis en términos de la concentracion de NAP, en las masas antes
y después de la fermentacion.

Separar las fracciones proteicas de la masa para identificar la formulacion donde
hubo mayor grado de hidrélisis, por medio de electroforesis.

Evaluar parametros fisicoquimicos, sensoriales y de textura al producto terminado.
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4 Antecedentes

4.1 Caracteristicas generales de las bacterias acido-lacticas

Las bacterias &cido lacticas, pertenecen al grupo de las Gram-positivas, no

forman esporas, son anaerobias tolerantes, sobreviven adecuadamente en medio

acido, carecen de citocromo, su produccién final es principalmente &cido lactico

durante la fermentacion de carbohidratos; dentro de este grupo se incluyen los

géneros Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus (Salminen,

1993). Las bacterias acido lacticas sintetizan su ATP en la fermentacion lactica de
los glucidos (Casp y Abril, 1999).

Tabla 1. Caracteristicas generales de las bacterias acido-lacticas.

Bacterias Células procariotas

Forma Cocos o bacilos (0.5 ym diametro a 10 ym largo),
solos o en cadena.

Tipo Gram-positivas

Movilidad No, no tienen flagelos

Esporulacién No

Metabolismo Fermentativo, no respiracion

Temp. de crecimiento 10°-45°C

Forma de respiracion:

Anaerobias Tolerantes, no necesitan O, pero no les
es toxico.

Oxidasa Negativa
Catalasa Negativa
Nitrato reductasa Negativa

Requerimientos nutritivos

Aminoéacidos, vitaminas, etc., viven en habitats ricos
en nutrientes.

Caracteristicas bioquimicas

Homofermentativas

(homolactica)

Heterofermentativas

(heterolactica)

La fase inicial de la fermentacion de La fase inicial es la glucosa-6-fosfato, por
los azucares es la glicolisis, via de la via de las pentosas-fosfato.
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Embden-Meyerhof-Parnas

Productos de la fermentacion:

Acido lactico Acido lactico, acido acético, CO, etanol
Grupos
Homofermentativas Homofermentativas Heterofermentativos
obligatoria facultativas obligados
L. amylovorus L. plantarum L. acidifarinea
L. Acidophilus L. pentosus L. brevis
L. delbrueckii L. casei L. buchneri
L. fasciminis L. alimentarius L. fermentum
L. mindensis L. paralimentarius L. fructivorans
L. crispatus L. frumenti
L. johnsonii L. hilgardii
L. amylolyticus L. panis
L. pontis
L. reuteri
L. rossiae
L. sanfranciscensis
L. siliginis
L. spicheri
L. zymae

Fuentes: (Axelsson, 1993; Bordons, 1997; Casp y Abril, 1999; Zamudio y Karin, 2005; Corsetti y

Sattanni, 2007).

4.1.1 Lactobacillus brevis

Bacilos heterofermentativos generalmente cortos y rectos, miden 0.7-1.0 ym por

2.0-4.0 ym. Colonias rugosas o intermedio, plana, puede ser casi transparente,

como se muestra en la figura 1. Aunque generalmente no presentan pigmentacion,

algunas cepas pueden estar pigmentadas de naranja a rojo. Temperatura Optima

de crecimiento de 30 ° C. Aislado de leche, quesos, productos de tomate echado a
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perder, de masa fermentada, ciertos suelos, estiércol de vaca y de la boca y tracto
intestinal de los humanos y ratas (Buchanan y Gibbons, 1974).

Ledn y colaboradores en el 2006, realizaron un estudio para determinar si existe
efecto estadisticamente significativo al emplear aislados de BAL silvestres como L.
sp.LBM9 y L. brevis LBM13 combinadas con levadura comercial Saccharomyces
cerevisae con respecto al pan control (sin BAL), en las propiedades de la masa y
del producto terminado. Determinaron las propiedades fisicoquimicas (aumento de
volumen, pH, acidificacion de la masa, porcentaje de proteina) y la textura del pan.
Concluyendo que las BAL méas adecuadas para panificacion son los aislados L. sp.
LBM9 y L. brevis LBM13, los cuales descienden el pH y aumentan la acidez de las
masas, disminuyen el porcentaje proteico y retrasan el endurecimiento. Para ello
realizaron curvas de crecimiento de las cepas, usaron la tecnica de recuento en
placa de Unidades Formadores de Colonias/cm® (UFC/cm®) en Agar MRS y por
turbidimetria. Cada cepa se inoculé en caldo MRS, se incub6 a 35 + 2°C, en
camaras de anaerobiosis y cada hora se tomaron dos alicuotas, una para el
recuento en superficie y otra para determinar la absorbancia a 550 nm, para

realizar la curva de crecimiento.
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4.1.2 Lactobacillus plantarum

Bacilos con terminaciones redondas, rectos, generalmente miden 0.9-1.2 uym de
ancho por 3-8 um de largo. La superficie de las colonias es de 3 mm de ancho,
compacto, liso, como se muestra en la figura 2. El crecimiento en caldo da como
resultado una turbidez espesa. Su temperatura Optima de crecimiento es de
alrededor de 30-35 °C.

Aislado de productos lacteos y ambientes como: las plantas de fermentacion,
conservas vegetables, productos de tomate echado a perder, masas fermentadas,
estiércol de vaca y de la boca humana, el tracto intestinal y las heces (Buchanan
y Gibbons, 1974).

Kedia y colaboradores en el 2008, aislaron del intestino humano el L. plantarum
(NCIMB 8826), almacenaron y proliferaron la cepa en caldo MRS, hicieron
recuento de células viables en placa a temperatura de 37 ° C.

La cepa fue utilizada para fermentar harina de avena, junto con la harina blanca y
de salvado, con el fin de comparar cual es el mejor sustrato para la produccién de
una bebida probiédtica. Los tres sustratos muestran una concentracion de células
viables al final de la fermentacién por encima del minimo requerido en un producto
probiético. Concluyendo que la mayor concentracion de células se observo en la

harina blanca y la mas baja en la muestra de salvado.
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Figura 2. Lactobacillus plantarum

4.1.3 Lactobacillus sanfranciscensis

Es una bacteria de forma bacilar, heterofermentativos obligatorios, mide de 0.6-
0.8 por 2-4 um, se encuentra solo y en pares, no crece a mas de 45 °C pero si a
15 °C (Sneath y col., 1986) ver figura 3. Es una especie autdoctona aislada
exclusivamente de las masas agrias, generalmente es considerada la bacteria
lactica mas importante en la fermentacién de las masas de trigo y centeno,
predomina por encima de otros lactobacilos heterofermentativos vy

homofermentativos (De Angelis y col., 2007).

Thiele y colaboradores en 2004, determinaron la hidrélisis y depolimerizacion de
las proteinas del gluten, usando una masa control, una acidificada y con adicion
de BAL (L. sanfranciscensis y L. points). La masa fue caracterizada con respecto
a conteo de células, pH, concentracion de nitrégeno amino primario y la
distribucién de proteinas en geles de poliacrilamida (PAGE-SDS), de acuerdo a su
solubilidad. A partir de ello se concluy6 que la hidrdlisis y despolimerizaciéon de las

proteinas es causada principalmente por la activacion de las enzimas (proteinasas
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y peptidasas) mismas que se activan con la disminucién del pH, siendo las masas
inoculadas con L. sanfranciscensis y L. poins quienes tuvieron el menor valor de

pH (3.62-3.60) respectivamente de todos los tratamientos.

Figura 3. Lactobacillus sanfranciscensis

4.2 Rutas metabélicas de las bacterias acido-lacticas

Las rutas metabdlicas de las BAL se muestran en la figura 4, el inciso A
corresponde a las BAL homofermentativas que siguen la ruta de la glucolisis
(Embden-Meyerhof), que se caracteriza por la formacion de fructuosa-1,6-
difosfato; que en condiciones normales con un exceso de azlcar y un acceso
limitado de oxigeno, el piruvato es reducido a acido lactico. El inciso B
corresponde a las BAL heterofermentativas donde la fase inicial es la glucosa-6-
fosfato, por la via de las pentosas-fosfato, que inicia con una deshidrogenacion
formando el 6-fosfogluconato, seguido por descarboxilacion, los restantes
pentosa-5-fosfato siguen la ruta de la glucolisis para formar acido lactico, si no hay

electrones receptores adicionales esta disponible el acetaldehido para formar
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etanol, existe la formacion de otros productos como CO, y acido acético
(Salminen, 1993).
Figura 4. Rutas metabdlicas de las bacterias acido-lacticas
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4.3 Masas fermentadas

4.3.1 Definicion

Las masas fermentadas se definen como las masas cuyos microorganismos,
principalmente BAL y levadura, se originan de masa madre y son metabdlicamente
activas o reactivadas (Di Cagno y col., 2002; Corsetti y Settanni., 2007). La masa
fermentada es caracterizada por la presencia de levadura y BAL, que ambas

desempeiian funciones vitales en los sistemas de trigo (Simonson y col., 2003).

4.3.2 Beneficios obtenidos por la adicion de bacterias acido-lacticas en los

alimentos

Los lactobacilos son organismos que mejoran la calidad y los aspectos
nutricionales y saludables de las masas fermentadas. Los granos de cereales son
una fuente de minerales tales como: potasio, magnesio, zinc y hierro, pero
también contienen acido fitico, que es un compuesto cargado por seis aniones,
que forma un complejo quelante con los minerales. En las masas agrias hay
condiciones de pH bajos debido a la produccién de &acidos organicos por las BAL,
el pH bajo activa las fitasas impidiendo la formacién del complejo acido fitico-
mineral y asi permitiendo la biodisponibilidad de los minerales. Con la elaboracion
de pan a partir de masas fermentadas, obtenemos panes con un bajo contenido
de fosfatos de inositol, lo que muestra beneficios saludables en la protecciéon de
arterias coronarias, arterosclerosis y enfermedades del tejido neural (Corsetti y
Settannni, 2007).

Lilleberg y colaboradores en el 1995, realizaron un estudio para evaluar la posible
influencia de los acidos que se forman durante la fermentacién de la masa para la

elaboracion de pan. El &cido lactico fue generado por un iniciador
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homofermentativo el cual fue inoculado a la masa, también se trabajo con

propianato de sodio, los productos fueron evaluados con respecto a la saciedad.

Los resultados de este estudio indican que el consumo de productos de panaderia
que contienen acido lactico, ya sea generado durante la fermentacion o afiadido,
reduce el nivel de glucosa en la sangre y la respuesta de insulina, lo que se
traduce en un alimento con bajo indice glicémico (IG), lo que puede ser una

alternativa para personas con problemas de diabetes.

4.4 Trigo

4.4.1 Historia del trigo en México

Segun relato de los historiadores Andrés de Tapia y Francisco Lopez de Gémora,
el negro portugués Juan Garrido, criado de Hernan Cortés, fue el primero en
sembrar y cosechar el trigo en México al encontrar mezclados tres granos en un
costal de arroz. S6lo germind uno que dio 180 granos y de esa espiga se hicieron
otras siembras que comenzaron a cultivarse en diferentes regiones de la Nueva

Espafia.

Ya para 1534, a escasos 13 afios de consolidar la conquista, se levantaban

importantes cosechas de trigo en las inmediaciones de Texcoco y Puebla.

El cultivo del trigo en la Nueva Espafia, asi como su transformacion en harina y
posteriormente en pan, fue una necesidad imperiosa de los conquistadores, para
satisfacer aqui viejas costumbres en su alimentacion. También tuvieron la tarea de
ensefar a los autéctonos la molienda y la elaboracién del pan convirtiéndose en

parte de la dieta americana desde entonces (harina.org).
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4.4.2 Produccion de trigo en México

Los principales estados productores de trigo en México son Sonora (48%), Baja
California (14%) y Guanajuato (12%). Teniendo una produccién total de 3, 509,241

ton.
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Figura 5. Estadisticas de los principales estados de la Republica Mexicana
productores de Trigo (SAGARPA. 2007)

4.4.3 Composicion y valor nutricional

En la figura 6 se muestra un grano de trigo que consta de pericarpio y semilla que
a su vez se subdividen en cubierta de semillas, endospermo y germen. El
porcentaje de proporcion media para los componentes del trigo son los siguientes:

endospermo con 82.4 % estad compuesto de almiddn y proteinas, la testa mas el

pericarpio estan en un 8.2 % y estan compuestos de fibra insoluble (xilanos,
celulosa y lignina) y acidos fendlicos y el germen con un 2.8 % contiene los lipidos,

antioxidantes, vitaminas del grupo B y E, minerales, fitosteroles y enzimas.
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Endospermo
rico en almiddn

Testa

Pericarpio

Figura 6. Componentes del grano de trigo

En la tabla 2 se observa que de acuerdo a la composicién quimica el trigo tiene el
mayor contenido de proteinas, seguido de la avena y la cebada. El trigo es uno de
los principales cereales de la dieta de gran parte de la poblacion mundial
(Villanova y Guerra, 2010).
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Tabla 2. Composicion quimica aproximada de los granos de cereales (g/100
g de porcién comestible)

Cereal Humedad Glacidos Proteinas Lipidos Sustancias Fibra dietética

minerales
Trigo 14,0 56,9 12,7 2,2 1,6 12,6
Arroz 11,8 74,3 6,4 2,4 1,6 3,5
Avena 8,9 60,1 12,4 6,4 1,9 10,3
Centeno 15,0 58,9 8,2 15 1,8 14,6
Cebada 11,7 56,1 10,6 1,6 2,7 17,3
Sorgo 14,0 59,3 8,3 3,1 1,5 13,8
Mijo 13,3 66,3 5,8 4,6 1,5 8,5

Fuente: FOA 1990

Existen tres especies comunes de trigo, dos son trigos comunes (Triticum
aestivum) y club (Triticum compactum) se utilizan para fabricar harinas y el
tercero, el trigo duro, se utiliza para hacer productos de pasta secas (Charley,
20009).

Para propésitos de la comercializacion, el trigo se clasifica con base en
caracteristicas que afectan su uso en la manufactura de diversos alimentos
procesados. En ocasiones el trigo se comercializa tomando en cuenta, ademas de
otros factores, su contenido de proteina. El contenido de proteina es de primordial
importancia, ya que la proteina en su mayoria (80-85 %) forma el complejo

conocido como gluten y es el factor principal que determina la calidad del trigo.

Una posible clasificacion, basada en las caracteristicas de la textura del
endospermo y la fuerza del gluten (Kohli y Martino., 1998) se presenta en la tabla
3.
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Tabla 3. Composicion nutricional del trigo y sus componentes
Trigo Endospermo Salvado Germen
integral (83 %) (14.5 %) (2.5 %)
(9/100 g)
Humedad 12 12 12 10
Carbohidratos 69 76 44 46
Proteinas 12 10 15 28
Grasas 2 1 5 9
Cenizas 2 0.5 10 5
Fibra cruda 3 0.5 14 2
(um/100 g)
Tiamina 350 200 810 2000
Riboflavina 160 70 620 700
Niacina 5400 1100 27500 4500
Piridoxina 500 200 1800 3000
Acido 1300 750 4500 1000
pantoténico
Acido félico 36 15 65 500
Biotina 10 4 45 17
Caroteno 5 - - 200
Tocofenol 500 - - 2700
(mg/100 g)
Calcio 45 18 200 70
Hierro 4 1 20 8
Fésforo 430 126 2100 1100
Magnesio 180 28 680 270
Potasio 450 105 210 840

Fuente: FAO 1990

Para poder identificar cual es el uso mas apropiado de una variedad o un lote de

trigo, es recomendable establecer un sistema que permita su clasificacion en

grupos generales de calidad que indiquen su uso en la produccion de pan,

galletas, reposteria y pastas alimenticias, como se muestra en la tabla 4.
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Tabla 4. Clasificacion del trigo con base en sus caracteristicas generales de
calidad y uso industrial

Grupo Fuerza de gluten Uso industrial Endospermo

Duro a semi-duro
1 Fuerte/extensible Panificacién mecanizada

2 Medio/extensible Panificacién manual Duro a semi-duro

Elaboracion de galletas y reposteria,  Suave (blando)
3 Débil/extensible
panificacién artesanal

Duro a semi-duro
Medio/tenaz (poco
4 Algunos productos de reposteria No panificable
extensible)

Muy duro y
Elaboracion de pastas alimenticias
5 Fuerte/tenaz cristalino
(espagueti, etc.)
No panificable

Fuente: Kohli y Martino, 1998

4.4.4 Harina de trigo comercial

El trigo apropiado para la harina se puede clasificar de acuerdo al color de la
superficie de la semilla (blanca o roja), la estacion en que se planta (invierno o
primavera) y si es dura o suave. El trigo rojo suave se siembra en el otofio, por lo
gue también se le conoce como trigo de invierno. El trigo rojo duro se planta en
primavera o en otofio dependiendo de las condiciones de crecimiento en el area
(Charley, 2009).
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La harina de trigo es el principal ingrediente para la elaboracion de productos
horneados. Sus componentes son: almidén (70 - 75 %), agua (14 %) y proteinas
(10 — 12 %), ademas de polisacaridos del almidén (2 — 3 %) particularmente
arabinosas, xilanos vy lipidos (2%).

De acuerdo al grado de extraccion del grano de trigo, se puede observar la
composicién quimica de la harina de trigo en la tabla 5.

Tabla 5. Composicion quimica de la harina de trigo con diferentes grados de

extracciéon (% de extracto seco)

Grado de extraccion (%)

100 95 91 87 80 75 66
Cenizas 1,8 1,5 1,3 1,0 0,7 0,6 0,5
Proteinas* 14,2 13,9 13,8 13,4 13,4 13,5 12,7
Lipidos 2,7 2,4 2,3 2,0 1,6 14 1,1
Almidon y azlcares 69,9 73,2 75,3 77,2 80,8 82,9 84,0
Fibra cruda 2,4 2,1 15 1,1 0,2 0,3 0,2
Fibra dietética 12,1 9,4 7,9 55 3,0 2,8 2,8

*Proteinas = N x 5.7

Fuente: Villanova y Guerra, 2010

4.4.5 Proteinas de la harina de trigo

En la tabla 6 se muestran las proteinas de la harina de trigo que pueden
clasificarse de acuerdo a su solubilidad y funcionalidad. La primera clasificacion
de las proteinas del trigo, fue presentada por Osborne en 1924, donde se realiz6
una serie de extracciones consecutivas con: agua, solucion de sal diluida, solucién
de alcohol y solucion de acido o alcalis, de acuerdo a esta secuencia de
separacion, se clasificO a las proteinas en: albuminas, globulinas, gliadinas y

gluteninas.
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Tabla 6. Proteinas presentes en las fracciones de Osborne

Fraccién Comportamiento o o
. Composicién Papel biolégico
Osborne en Solubilidad
Albuminas Extraibles en agua No del gluyen Estructulrgles y
(monomericas) metabdlicas
Globulinas Extraibles en sales No del gluten Estructurales y
diluidas (monomericas) metabdlicas
Gluten
(principalmente
- Extraibles en soluciones gliadinas . almacenamiento de la
Gliadinas monomericas y S )
de alcohol polimeros de semilla tipo prolaminas
glutenina de bajo
peso molecular)
Gluten
. L (principalmente .
Gluteninas Extra!b_les en §1C|do polimeros de almacer_lamlento d_e la
acético diluido : semilla tipo prolaminas
glutenina de alto
peso molecular)
Proteinas del gluten
(polimeros de alto Almacenamiento de la
Residuo Sin extraer peso molecular) y semilla, tipo prolam_ina
proteinas no  del (gluten) y tipo globulinas
gluten poliméricas (triticinas)
(triticinas)

Fuente: Osborne 1924

A partir de la funcionalidad de las proteinas, teniendo como base el trabajo de

Goesaert y colaboradores en el

2005, podemos distinguir dos grupos que

pertenecen a las proteinas del gluten: gliadinas, que son monomeéricas Yy

gluteninas que son poliméricas y estas ultimas se subdividen en extraibles y no

extraibles, tabla 7.
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Tabla 7. Clasificacion de las proteinas del trigo de acuerdo a su

funcionalidad

Clasificacion de % en la ] i
L ] Proteinas Proteinas
acuerdo a su Ubicacion en el grano harina de . o
_ _ _ monomericas poliméricas
funcionalidad trigo
Principalmente en las
Proteinas no  capas externas del grano o
_ _ _ Albuminas o
pertenecientes de trigo, y muy bajas 15-20% . Triticinas
_ Globulinas
al gluten concentraciones en el
endospermo
Proteinas o
_ En el endospermo del Gliadinas _
pertenecientes ) 80-85% ) Prolaminas
grano de trigo Gluteninas
al gluten

Fuente: Goesaert y col., 2005
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5 Materiales y Métodos

5.1 Materias primas

Para el presente trabajo se utilizaron bacterias acido-lacticas L. brevis CDBB-B-
380 y L. plantarum CDBB-B1091, que fueron proporcionadas por el Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, y L.
sanfranciscensis fue aislada del pulque, una bebida tradicional mexicana, y
proporcionada por la Universidad Iberoamericana. La harina de trigo marca hoja
de plata fue comprada en los Molinos Elizondo, México D.F.

5.2 Crecimiento de bacterias acido lacticas (L. brevis, L. plantarum,

L. sanfranciscensis)

a) Las cepas fueron propagadas dos veces en caldo De Man, Rogosa y
Sharpe (MRS broth medium, Difco laboratorios, Inc., EUS), por 12 horas a
36 °C.

b) Se tomaron alicuotas de 3.5 ml cada dos horas y se determiné el pH con
un potenciémetro H1 223 (Hanna Instruments, Romania).

c) Se tomaron lecturas de absorbancia a 620 nm con un espectrofotometro
Genesys 10 series (Thermo Scientific madison, WI 53711 USA).

Finalmente se graficé el tiempo vs D.O.

Fermentacion de masas por bacterias dcido-ldcticas con actividad proteolitica, para la
elaboracion de pan blanco
Pagina 22



Materiales y Métodos

5.2.1 Curva de crecimiento por conteo en placa

a) Las cepas fueron propagadas dos veces en caldo MRS por 12 horas a 36
°C.

b) Se tomaron alicuotas de 500 pl cada dos horas y se hicieron diluciones
secuenciales (10" a 107), en tubos conteniendo una solucién de NaCl al
0.85%.

c) De cada dilucion se inocularon 100 pl, en la superficie de cajas petri
conteniendo Agar MRS estéril.

d) Elindculo se distribuy6 en toda la superficie con una varilla de vidrio.

e) Las cajas fueron incubadas a 36 °C durante 48 horas.

f) Se contaron las colonias y se reporté como UFC/ml, para cada tiempo.

g) Las UFC/ml se graficaron con respecto al tiempo.

5.2.2 Cultivo de células para inocular las masas

Las cepas de L. brevis, L. plantarum y L. sanfranciscensis fueron propagadas dos
veces en caldo MRS por 12 h a 36 °C, el crecimiento se llevo a cabo en un tiempo
de 8 h. las células fueron cosechadas por centrifugacién a 4000 rom durante 10
min a 4 °C y lavadas dos veces y resuspendidas en una solucion de NaCl al
0.85%. Para obtener una concentracién final de 10° UFC/ml con las cuales se

inocularon las masas para la fermentacién (Kedia y col., 2008).
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5.2.3 Determinaciones fisicoquimicas a la harina de trigo

El contenido de humedad se determiné por pérdida de peso en una muestra de 2
g, secando a 130 + 3 °C durante dos horas (Camacho y col., 2004).

El porcentaje de cenizas se determind en una muestra de 2 g, que se calciné con

mechero y posteriormente se incineré en mufla a 600 °C (AOAC, 1980).

5.2.4 Determinacion de proteina total por el método de Kjeldahl

En base al método AOAC 920.87 se realiz6 la determinacion de proteina. Se peso
1 g de muestra posteriormente se agregd al matraz Kjeldahl junto con 10 g de
mezcla digestora, mas 10 ml de acido sulftrico (H, SO,4) concentrado al 98%, el
extractor de humo modelo (BUCHI 412) y el digestor modelo (BUCHI 426 ) de
calentamiento fueron conectadas a la corriente. Después de 45 min de digestién,
el liquido tomo un color verde cuando ya no hubo desprendimiento de gases los
tubos se pasaron al equipo de destilacion modelo (BUCHI 323). En el tubo
terminal del destilador del equipo se colocé un matraz Erlenmeyer con 60 ml de
acido borico (Hz; BO3) al 2%. Se afadieron automaticamente al tubo Kjeldahl
conteniendo la muestra digerida, 80 ml de hidréxido de sodio al 32% y 50 ml de
agua, destilandose aproximadamente 150 ml, el tiempo de destilacion fue de 4
min. El producto de la destilacion fue titulado con acido clorhidrico (HCI) al 0.1 N,

se colocaron 3 gotas de indicador Mortimer, el vire fue de verde a rosa.
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Célculos.

V x N x meq
% Nitrégeno = x 100
m

% Proteina = % de Nitrégeno x factor

Donde:

V = Mililitros gastados HCI en la titulaciéon

N = Normalidad de la solucién valoradas de HCI
m = Peso de la muestra en g

meq = miliequivalentes de nitrégeno, 0.014 g

El contenido de nitrégeno en diferentes proteinas es aproximadamente de 16%, se
multiplica el % de Nitrdgeno obtenido por el factor 5.7, para obtener la cantidad de

proteina presente en el alimento. Factor de conversion para el trigo = 5.7

5.3 Formulacién y Fermentacion de las masas

Se utiliz6 harina comercial para panificacion (humedad de 14.68%, proteina
11.53% y cenizas 0.625%). Las masas se prepararon mezclando agua y harina
con una espatula estéril durante 3 minutos, adicionando el indculo de tal manera
de tener 10° UFC/ ml (ver figura 13), adicionalmente se prepararon el control y una
masa a la que se adicion6 acido lactico (3.4% v/v), obteniendo un rendimiento de
masa (DY) de 166.

El DY es una relacion (peso de la harina + agua / peso de la harina) * 100 (Clarke

y col, 2004). La formulacién de la masa se muestra en la tabla 8.
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Las fermentaciones se llevaron a cabo durante 24 horas a 28 °C, se tomaron

muestras al inicio y a las 24 horas de fermentacion, para los analisis

subsecuentes.
Tabla 8. Formulacion de las masas
Control (g) Masa con acido Masa con BAL
g lactico (g) (9)
Harina de trigo 25 25 25
Agua 16.5
Solucién de
acido lactico pH 16.5
3.8
Solucién de BAL 16.5

5.3.1 Conteo de células viables en las masas

Se determiné el niumero de células viables de las BAL (UFC/g de masa), mediante

la técnica de recuento en placa de la siguiente manera:

a) Se pes6 0.5 g de cada masa fermentada para el (t=0 y t=24), se mezclé
con 4.5 ml de agua estéril. Agitar en el vortex hasta obtener una dispersién

homogénea.

b) Bajo condiciones asépticas, se tomaron 500 puL y se depositaron en los
tubos conteniendo una solucion de NaCl al 0.85%, se hicieron diluciones

secuenciales (10 —107).
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c) De cada dilucion se inocularon 100 pL, en la superficie de cajas petri

conteniendo Agar MRS estéril.
d) Elinoculo se distribuyé en toda la superficie con una varilla de vidrio.
e) Las cajas fueron incubadas a 36 ° C por 48 horas.

f) Se contaron las colonias y se reporté como UFC/g de masa.

5.4 Estudios de grado de protedlisis en las masas fermentadas

5.4.1 Determinacion de pH y acidez titulable ATT

La determinacion del pH se realizé con un potenciometro (H1 223 Hanna
Instruments, Romania). Se pes6 1 g de masa y se adicion6 a 9 ml de agua
destilada, se agité en el vortex durante 5 minutos y se procedié a tomar la lectura
(Thiele y col., 2004).

La acidez titulable ATT se determind por titulacion con NaOH a 0.1 N, hasta pH

de 8.5. La acidez se expreso6 en % de &cido lactico (Lopez y col., 2001).

5.4.2 Extraccion de las fracciones proteicas para las determinaciones de

Nitrogeno Amino Primario y electroforesis

En el siguiente diagrama se muestra la secuencia, para obtener las fracciones
proteicas del gluten de la masa de trigo, de acuerdo con la metodologia de
Colombo y colaboradores en el 2008, donde las fracciones son extraidas de

acuerdo a su solubilidad.
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Se pesaron 300 mg de masa, se adicion6 1
ml de agua milli-Q se agitd en vortex por 5
min y se centrifugd por 5 min a 3300 rpm.

l

Al precipitado se adicion6 1 ml se sol.
Tampon de Tris/HCI 50 mM pH 7.8, se agito
en vortex por 5 min. se centrifugd por 5 min a
3300 rpm.

A 4

Sobrenadante, albuminas

A 4

Al precipitado se adicion6é 1 ml de agua milli-
Q se agitd en vortex por 5 min y se centrifugo
por 5 min a 3300 rpm.

A 4

Sobrenadante, globulinas

v

Al precipitado se adicion6 1 ml de sol. de
isopropanol al 50%, se agit6 en vortex por 5
min y se centrifug6 por 5 min a 3300 rpm.

A 4

Sobrenadante, sol. Salina

Y

Sobrenadante, gliadinas

Los sobrenadantes de albumina, globulina y gliadina fueron filtrados a través de un filtro de

membrana de celulosa con tamano de poro de 0,45 um.

Figura 7. Diagrama de extraccion de las fracciones proteicas de la masa de

trigo.

5.4.3 Determinacién de Nitrdgeno Amino Primario por TNBS

La concentracion de aminoacidos libres fue determinada a las fracciones proteicas

de la masa (albuminas, globulinas y gliadinas), de acuerdo al método del acido

trinitrobenzensulfénico (TNBS), utilizado por Zotta y colaboradores en el 2006.

Una curva de calibracién fue realizada usando L- leucina como estandar (rango =

0.0-7.0 mg/L de L-leucina) ver apéndice, figura 19. En tubos ambar con rosca se
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adicion6 1.0 ml de buffer fosfato pH 8.2 y 63 ul de las fracciones proteicas, se
mezcld y adiciond 0.5 ml de TNBS al 0.1 %, se mezcl6 inmediatamente en vortex.
Se colocaron los tubos en un bafio maria a 50 ° C durante 30 minutos en completa
obscuridad. Transcurrido el tiempo, se adiciond 2.0 ml de sulfito de sodio 0.1 N
para detener la reaccion. Se dejé reposar 15 minutos y posteriormente se midio la
absorbancia a 420 nm. Los resultados fueron expresados como mg de L-

leucina/kg de masa.

5.4.4 Técnica de separacion de péptidos: electroforesis en gel de

poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (PAGE-SDS)

Existen varios métodos para analizar las fracciones proteicas, para este caso se
utiliz6 PAGE-SDS usando un Bio-Rad Mini-Prontean 3 cell (Bio-Rad, Laboratories,
CA), una camara electroforética vertical, usando el sistema buffer de Laemmli de
1970. Los extractos de las masas fueron mezclados con 2 volumenes de buffer de
muestra y calentados a 95 °C durante 5 minutos, en presencia de 5 % de

mercaptoetanol.

La electroforesis fue llevada a cabo en un gel de separacion (12% w/v T, 2.67%
w/v C) y gel compactador (4% w/iv T, 2.67% w/v C). Los geles fueron corridos a
120 volts durante 2 horas, usando una fuente de poder de 300 unidades y tefiidos
con un kit de tincion Silver Stain Plus, Bio-Rad Laboratories, CA.

Para estimar los pesos moleculares de las bandas presentes en los geles, se
realiz6 una curva estandar, tomando de referencia los PMs estandares, ver

apéndice figura 20.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
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5.5 Elaboracién de pan blanco

Los ingredientes para la elaboracién del pan blanco se muestran en la tabla 9. Se
rehidrata la levadura con 10 ml de leche de la formulacion llevada a 25 °C y se
deja reposar 15 minutos. La harina se mezclé con la levadura rehidratada, los
demas ingredientes de panificacion para formar una masa homogénea y tersa. La
masa se coloco en la camara de fermentacion a 30 °C y humedad controlada de

85 %, durante dos horas (Serna, 2003).

La masa se saca de la camara y se amasa para distribuir uniformemente el gas.
Se rola y se pesan dos porciones iguales, que se colocan en moldes de 7 X 12
cm, previamente engrasados. Es importante pesar la masa para que las hogazas
sean iguales y se puedan comparar. Se realiza la fermentacion secundaria durante

60 minutos. Finalmente, la masa se hornea a 200 °C durante 20 a 25 minutos.

El pan se deja en enfriar, se desmolda y se empaca para las evaluaciones.

Tabla 9. Formulacién de pan blanco

Ingredientes Masa Fermentada Refresco
Harina de trigo 709 30¢g
Leche 42 ml 24 ml
Levadura 12 g
Sal e 19
Azucar 8¢
Mantequilla 10 g
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5.5.1 Determinacion de volumen especifico

Para determinar el volumen especifico de los panes elaborados, primero se tomo
el peso y volumen de los panes. El peso se tom6 con una balanza modelo (HH
320 OHAUS Corporation, USA) y el volumen se realizd6 por el método de
desplazamiento de semilla de mostaza, con un medidor de volumen (Volunémetro
National MFGCO, Lincoln Neber) figura 8, se realizaron los calculos

correspondientes para obtener el volumen especifico, (Alvarez y col., 2010).

Volumen del pan

Volumen especifico, (cm®/g) =
Peso del pan

Figura 8. Volundmetro National MFGCO
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5.5.2 Analisis de Perfil de Textura en pan blanco

La textura del pan blanco se determin6 con un Texturémetro modelo TAXT-PLUS
(Texture Analyser, USA/ Stable Micro Systems) figura 9, equipado con una carga
de 25 Kg de peso y una sonda de acrilico de 36 mm de diametro, el pan fue
previamente rebanado utilizando una rebanadora profesional modelo CP4400AP
(Machines Coplain, France) para poder hacer el andlisis figura 10. El
procedimiento de este estudio consiste en tomar una pieza del tamafio de un

bocado de comida,

i

I

L4
LS

N e

Figura 9. Texturometro TATX-PLUS

para ser comprimida dos veces en un movimiento alternativo, resultando una

curva tipica de andlisis de perfil de textura de fuerza-tiempo, figura 11 de la cual
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obtenemos los pardmetros de textura que se correlacionan con la evaluacién

sensorial (Bourne, 1978).
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Figura 10. Rebanadora profesional de pan

La prueba se realizd con los siguientes parametros: velocidad antes de la prueba,
velocidad de prueba y velocidad después de la prueba de 2, 1.7 y 10.0 mm/sec,
dos compresiones de 10.00 mm de separacion con un tiempo de 6.2 sec. Todos

los panes fueron analizados después de 24 horas de elaborados.
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Figura 11. Curva Tipica de Analisis de Perfil de Textura

De la curva se obtienen los siguientes parametros primarios:

» Dureza se define como la fuerza méxima durante el primer ciclo de
compresion.

» Elasticidad o esponjosidad esta relacionada con la altura que el alimento
recobra en un lapso de tiempo y es la relacién de la distancia 2 entre la
distancia 1 (d2/d1).

» Cohesividad se define como la relacion de areas entre el segundo ciclo de
compresion y el primer ciclo (A2/A;).

» Adhesividad es el area negativa que resulta de la primera mordida,

representa el trabajo necesario cuando la sonda se quita de la muestra.
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Parametros secundarios:

» Gomosidad se define como el producto de la fuerza * cohesividad.

» Masticabilidad se define como el producto de la gomosidad * elasticidad.

» Resilencia es una medida de cuanto se recupera la muestra cuando fue
deformada, es la propiedad de un material para regresar a su forma original
después de ser estirado, doblado o apretado, sometido bajo una fuerza.
Con el fin de obtener un valor significativo de este parametro se debe optar
por una prueba de velocidad relativamente lenta para permitir que la
muestra pueda recuperarse, si es que la muestra posee esta propiedad.

5.5.3 Color en pan

El método para analizar el color de la superficie de los alimentos es sencillo, para
analizar el color en los panes, se utilizé una camara digital de alta resolucion, (10.0
mega-pixeles), en condiciones de iluminacién adecuada. Una computadora y un

programa grafico (Photoshop CS2, version 9.0 Tiyout).

La imagen capturada por la cAmara es un mapa de bits que consta de muchos
pixeles, a cada pixel se le asigna un lugar especifico y un valor de color. Al
analizar la imagen con el Photoshop obtenemos valores de L, a 'y b que se utilizan
comunmente en los colores de medicidon en la investigacion alimenticia. Donde L ,
a y b son estandarizados a L', @’ y b~ estandares internacional adoptados por la

comision Internacional Eclairage d"(CIE) en 1976 (Yam y Papadakis, 2004).

Se toman varios puntos de la superficie (costra), con el promedio se estandarizan

los valores de L, a, b con las siguientes ecuaciones:
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L" = (L/255) * 100
a = (240 a/ 255) -120

b"= (240 b / 255) -120
5.5.4 Evaluaciones fisicoquimicas de humedad y cenizas

El contenido de humedad se determiné por pérdida de peso con una muestra de 2
g, secando previamente 24 horas a temperatura ambiente y posteriormente

llevado una estufa a 130 + 3 °C durante dos horas (Camacho y col., 2004).

El porcentaje de cenizas se determind en una muestra de 5 g, que se calciné con
mechero y posteriormente se incineré6 en mufla a 600 °C, de acuerdo al método
(AOAC, 1980).

La determinacion de proteina se realizo por el método (AOAC 920.87), descrito en

la pagina 26.

5.5.5 Andlisis Estadistico

Los resultados fueron analizados usando el programa estadistico Statgraphics
Centurién XV ®, para desarrollar la prueba de comparacion de medias mediante la
técnica de diferencia minima significativa (LSD, por sus siglas en inglés).
Correspondientes en cada caso, para lo cual se utilizd un rango de confiabilidad de
95 %.
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6 Resultados y Discusion

6.1 Curvas de crecimiento de las bacterias-acido lacticas

Las curvas de crecimiento y la evaluacion del pH se presentan en la Figura 12,
donde se observa que la fase logaritmica de crecimiento tuvo lugar desde las 3
horas y hasta las 8 horas para todos los casos. Entre las 4 y 6 horas de
crecimiento se alcanz6 un valor de pH de 4.5 donde de acuerdo con Le6n y
colaboradores quienes en el 2006, reportan que es el valor adecuado para
garantizar la liberacion de acidos, aromas, péptidos y exopolisacaridos que
mejoran el sabor y la textura del pan. A partir de las curvas de crecimiento se
determind que el tiempo para cosechar las bacterias usadas para la fermentacion
de las masas agrias fue de 8 horas, teniendo una concentraciéon de 2.8X10°
UFC/ml, figura 13.

6 7
Bacterias acido lacticas
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—e— [, sanfranciscensis
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Figura 12. Curva de crecimiento de las bacterias acido-lacticas y pH
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Figura 13. Curva de crecimiento de UFC/ml vs Tiempo

6.2 Estudios de grado de protedlisis en las masas fermentadas

6.2.1 Evaluacién de la disminucién de pH

En la tabla 10 se reportan los valores de pH de las masas fermentadas, la
fermentacion se llevo a cabo durante 24 horas, se elaboraron cinco tratamientos
de los cuales, los resultados muestran que hay diferencia significativa entre el
control con un pH de 4.8 y las masas, tanto las acidificadas quimicamente con
un pH de 3.7 como las adicionadas con L. brevis (3.2) , L. plantarum (3.2) y L.
sanfranciscensis (3.3), es evidente que con la adicion de BAL y el tiempo de
fermentacion hay una disminucion de pH; lo que se atribuye a la actividad
proteolitica de las mismas, debido a que durante el proceso de fermentacion los
azucares del almidon son hidrolizados por la amilasas, resultando dos moléculas
de glucosa (glucosa-1-P + glucosa), mismos que son convertidos en acido lactico
y acido aceético. Los resultados de este estudio estan de acuerdo con Zotta y
colaboradores (2007) y Clarke y colaboradores (2004), quienes reportaron valores

de pH de 3.5 — 4.5. Resultados similares fueron reportados también por Thiele y
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colaboradores (2004), quienes trabajaron con L, sanfranciscensis y L, pontis

donde obtuvieron valores de pH de 3.62 a 3.60.

Tabla 10. Evaluacion de la disminucién de pH

Tratamientos pH

t=24
Control 4.8 + 0.36°
Ac. lactico 3.7+0.53°
L. brevis 3.2+0.20°
L. plantarum 3.2+0.26°
L. sanfranciscensis 3.3+0.26°
LSD 0.624

Letras iguales en la columna, no hay diferencia significativa entre los tratamientos, con valores mayores al
LSD indicado (p>0.5)

6.2.2 Evaluacion del porcentaje de acido lactico

En la tabla 11 se reportan los valores de porcentaje de acido lactico obtenidos de
las masas fermentadas después de 24 horas, la produccion de acido lactico en las
masas adicionadas con BAL es significativamente mayor (1.35 % de acido lactico)
en comparacion con el control y la masa acidificada quimicamente (0.89 y 0.99 %
respectivamente). Aqui se observan diferencias significativas entre los
tratamientos, donde L. sanfranciscensis y L. brevis, muestran el mayor contenido
de &cido lactico debidos a que son capaces de fermentar los carbohidratos
solubles en la harina de trigo (maltosa, sacarosa, glucosa y fructosa), y son
lactobacilos heterofermentativos (produccion de acido lactico y acido acético), en
cuanto a L. plantarum tiene un menor porcentaje de acido lactico, debido a que es
un Lactobacilos homofermentativo, (solo produce &cido lactico). Clarke vy

colaboradores en el 2004, trabajaron con masas fermentadas, para evaluar el
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efecto del tiempo de fermentacion sobre las masas, para esto, realizaron varias
determinaciones entre ellas la ATT, reportando un incremento en la acidez debido
a la produccion de acido lactico en las masas durante la fermentacién, por lo que
concluyen que el tiempo de fermentacidon es la clave para el proceso de
degradacion proteica, debido a que se necesita de 8 horas para alcanzar un pH se
4.0, con este valor de pH se favorece la activacion de las enzimas que llevan a

cabo la protedlisis.

Tabla 11. Evaluacion del % de acido lactico

Tratamientos % de &cido lactico
t=0 t=24

Control 0.18 0.89 + 0.04°
Ac. lactico 0.2 0.99 + 0.03°
L. brevis 0.18 1.35 + 0.04%
L. plantarum 0.18 1.26 + 0.05°
L. sanfranciscensis 0.18 1.35 + 0.03%
LSD 0.066

Letras iguales en la columna, no hay diferencia significativa entre los tratamientos, con valores mayores al
LSD indicado (p>0.5)

6.2.3 Analisis de Nitrogeno Amino Primario

En la tabla 12 se muestran los resultados de NAP realizados a las masas
fermentadas, donde se puede observar diferencia significativa entre todos los
tratamientos. La mayor actividad proteolitica se observo en la masa inoculada
con L. sanfranciscensis con (3467.74 mg de L-leucina/kg de masa), seguida de la
masa inoculada con L. brevis con (2935.87 mg de L-leucina/kg de masa). Cabe

destacar que el grado de protedlisis obtenido con la masa acidificada
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quimicamente (2608.87 NAP mg de L-leucina’/kg de masa) fue significativamente
superior a la masa inoculada con L. plantarum (2370.96 NAP mg de L-leucina/ kg
de masa) lo que podria deberse a la activacién de las enzimas proteoliticas de la
harina en las fases tempranas de fermentacion, al alcanzar rapidamente un pH
menor a 4.5 requerido para dicha activacion (Zotta y col., 2007). Mientras que para
llegar a esos valores de pH por la produccion de acidos por las bacterias acido
lacticas, se requiere alrededor de 8 horas. Se observé también que la masa
control tuvo un grado de protedlisis significativamente menor (1951.61 NAP mg de
L-leucina/ kg de masa), en este caso, dado que no se trabajé con un sistema
estéril, la hidrolisis alcanzada podria atribuirse a la microbiota presente en la
harina, resultados similares de la concentracion de Nitrdgeno Amino Primario
fueron reportados por Di Cagno y colaboradores en 2002. Donde evaluaron la
actividad proteolitica de diferentes lactobacilos en masas fermentadas,
determinando el incremento de la concentracion de amino &cidos libres, donde
reportaron valores de 2,002 mg/kg y 2,0213 mg/kg para L. brevis y L.

sanfranciscensis respectivamente.

Tabla 12. Anadlisis de Nitrégeno Amino Primario
NAP mg de L-leucina/kg de

Tratamientos

masa

Control 1951.61 + 6°
Ac. Lactico 2608.87 + 6°
L. brevis 2935.87 + 12°
L. plantarum 2370.97 + 7¢
L. sanfranciscensis 3467.74 + 8°
LSD 14.03

Letras iguales en la columna, no hay diferencia significativa entre los tratamientos, con valores mayores al
LSD indicado (p>0.5)
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6.2.4 Analisis de electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

(PAGE-SDS)

En la figura 14 se muestran las fracciones (albuminas, globulinas y gliadinas) de
las proteinas de trigo analizadas en el tiempo=0, donde las fracciones de
albuminas, globulinas y gliadinas mostraron bandas de altas concentraciones con
masa moleculares en un rango de 41 a 30 kDa. Se observa que en todos los
casos, los tipos de bandas fueron similares a los de la masa control, indicando que

aun no habian ocurrido cambios en las proteinas.

b--Frer L

s
o |

Control Ac. lactico L brevis L. planiarum L. sanfranciscensis

Alb glob glia | Alb glob glia | Alb zlob glia | Al glob gla | A glob glia |

Figura 14. Fracciones proteicas de las masas en el t=0 de fermentacion, analizadas
en geles de poliacrilamida (PAGE-SDS)

A las 24 horas de fermentacion, se observaron diversos cambios en las fracciones
proteinicas en relacion con el tipo de microorganismo empleado y por la
acidificacion quimica (Figura 15). Las bandas obtenidas después de la
fermentacién de las masas agrias, indicaron que se produjo un rompimiento de las
proteinas de masas moleculares altas, tal como ya fue reportado por Zotta y
colaboradores en 2006.
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La intensidad de esas bandas, disminuyo con el tiempo de fermentacién y algunas
bandas desaparecieron completamente debido a la actividad proteolitica. En los
casos donde se inocularon las BAL la fraccion de globulina, para L. brevis se
muestran bandas de péptidos de PMs de (17-19-21-22-26-29-35-38-44) kDa, L.
sanfranciscensis mostro péptidos de PMs de (14-15-19-21-32-35-38-40) kDa, con
L. plantarum se observan bandas de (14-16-21-22-32-35-38-40) kDa, siendo el
control y la masa acidificada quimicamente quienes tuvieron un menor namero de
bandas, lo que corresponde con los datos obtenidos del NAP, evidenciando que
las BAL tienen actividad proteolitica, ya que donde estuvieron presentes hubo un
mayor rompimiento de las proteinas del trigo, generdndose péptidos de pesos
moleculares bajos y aminoacidos libres. Esto también ocurri6 en la masa
acidificada quimicamente, lo que podria sugerir la actividad proteolitica
correspondiente a la producida por el sistema enzimatico presente de manera

natural en la harina de trigo.
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Figura 15. Fracciones proteicas de las masas después de 24 horas de
fermentacion analizadas en gel de poliacrilamida (PAGE-SDS)

Para las fracciones de albuminas, la mayor actividad proteolitica fue observada en
las masas fermentadas con L. brevis, L. sanfranciscensis, lo cual concuerda con

lo reportado por Di Cagno y colaboradores en 2002. En las masas fermentadas
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con L. plantarum se observa una distribucion de bandas, similar a la masa
acidificada quimicamente, en cuanto al control la distribucién de bandas no es
evidente, por lo que la actividad de las enzimas propias de la harina no es
suficiente para tener una degradacion de las proteinas del trigo y generar los
péptidos y aminoacidos responsables del olor y sabor caracteristico de productos

fermentados.

6.3 Evaluaciones al pan blanco

6.3.1 Analisis de Perfil de Textura (APT) de los panes

6.3.1.1 Dureza

En la tabla 13 se muestran los resultados obtenidos del analisis de perfil de textura
para los cinco panes elaborados. Aunque se observé una diferencia significativa
entre los tratamientos, el pan control y el elaborado con la masa acidificada

guimicamente presentan una suavidad semejante.

Los panes elaborados con masa donde se adicionaron bacterias acido-lacticas,
presentaron diferencias significativas entre ellos, siendo menos suave el
tratamiento adicionado con L. sanfranciscensis, seguido del tratamiento con L.
brevis y por dltimo el mas suave L. Plantarum (1783.36, 1594.74 y 1318.67 Q)
respectivamente. Se busca tener un pan suave, por lo que podriamos considerar
gue el pan con L. plantarum es el mejor, aunque los panes con L .brevis y L.
plantarum mostraron una aceptabilidad dentro de un grupo de personas de 10,

donde mencionaron que el pan tenia una consistencia buena (estudio informal).
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6.3.1.2 Elasticidad

Todos los tratamientos presentan una elasticidad significativamente diferente, el
tratamiento adicionado con acido lactico presentdé una menor elasticidad, seguido
del tratamiento con L. plantarum, siendo semejantes los tratamientos con L.
sanfranciscensis y L. brevis, teniendo una elasticidad mayor el tratamiento control.
La industria panadera busca panes con una elasticidad mayor al 80%, para
considerar que un pan es bueno. Todos los panes mostraron una elasticidad

mayor al 80%.

6.3.1.4 Resilencia
Los tratamientos presentan diferencia significativa, siendo el pan elaborado con la
masa acidificada quimicamente el que presenta una resilencia mayor de (0.182),
los otros tratamientos no presentan diferencia significativa entre ellos. Por lo que

tienen la misma capacidad de recuperacion.

Tabla 13. Resultados de Andlisis de Perfil de Textura de los Panes

Tratamientos Dureza Elasticidad  Resilencia
g

Control 654.35+58.00°  0.879+0.010° 0.161+0.012°
Acido lactico 650.03+ 5.70  0.810+0.012°  0.181+0.007%
L. brevis 1594.74+16.70° 0.855+0.027*°  0.157+0.008"
L. plantarum 1318.67+84.69° 0.836+0.027°°  0.149+0.010°
L. sanfranciscensis ~ 1783.36+72.62% 0.845+0.015° 0.148+0.008"
LSD 103.35 0.035 0.016

Letras iguales en las columnas, no hay diferencia significativa entre los tratamientos, con valores mayores al
LSD indicado (p>0.5)
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6.3.2 Analisis de volumen especifico de los panes

En la tabla 14 se muestran los resultados de volumen especifico que fueron
calculados para cada uno de los panes (volumen/peso). Hay diferencia
significativa entre los tratamientos, los volumenes de pan se incrementaron con la
masa acidificada quimicamente (3.84 ml/g) seguido del control (3.71 ml/g) y el pan
con L. plantarum (3.18 ml/g), no habiendo diferencia de volumen entre el pan con

L. brevis y L. sanfranciscensis.

Tabla 14. Volumen especifico de los panes
Volumen especifico

Panes

(ml/g)
Control 3.71 + 0.05"
Ac. Léctico 3.84 + 0.04%
L. brevis 3.00 + 0.06°
L. plantarum 3.18 + 0.05°
L. sanfranciscensis 2.98 + 0.04¢
LSD 0.087

Letras iguales en la columna, no hay diferencia significativa entre los tratamientos, con valores mayores al
LSD indicado (p>0.5)

6.3.3 Analisis de color de pan blanco

En la tabla 15 se muestran los valores de luminosidad obtenidos para cada uno de
los panes elaborados figura 16. Existe diferencia significativa entre los
tratamientos, el color de la costra fue caracteristico del pan, siendo mas oscuro el
pan con L. sanfranciscensis (14.59), seguido del pan con acido-lactico (17.25), no
habiendo diferencia entre el pan con L. brevis y L. plantarum, el pan control fue
menos oscuro. Es evidente que los panes elaborados con BAL son mas obscuros,
debido a que durante la coccion del pan se llevan a cabo reacciones de

oscurecimiento entre ellas caramelizacién y maillard, para que se lleve a cabo la
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reaccion de caramelizacion, se requiere de temperaturas elevadas (220 ° C) vy
azucares reductores (xilosa, glucosa, fructuosa, lactosa y la maltosa), condiciones
que estuvieron presentes durante la elaboracion de los panes. Para que se lleven
a cabo las reacciones de maillard se requiere de grupos amino y azucares
reductores, los grupos amino estan presentes debido a la actividad proteolitica de
las BAL, que degradan las proteinas, resultando péptidos pequefios y un namero
mayor de grupos amino, lo que favorece el oscurecimiento del pan, en cuanto a
los azucares reductores ya mencionamos que estadn presentes. En un estudio
realizado por Alvarez y colaboradores en el 2010, donde elaboraron pan
conteniendo pseudocereales y pan libre de gluten, evalian distintos parametros
entre ellos luminosidad a los panes, presentando valores de L™ en un rango de
(69.7 a 51.4).

Tabla 15. Color de la superficie de los panes

Panes Luminosidad L
Control 22.59 + 1.132
Ac. Lactico 17.25 + 1.14°
L. brevis 20.31 + 0.64°
L. plantarum 21.41 +1.34°
L. sanfranciscensis 14.59 + 0.64¢
LSD 3.34

Letras iguales en la columna, no hay diferencia significativa entre los tratamientos, con valores mayores al
LSD indicado (p>0.5)
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Control Ac. lactico

L. brevis L. plantarum

L. sanfranciscensis

Figura 16 . Imagen de los panes elaborados

6.3.4 Analisis de humedad

En la tabla 16 se muestra el contenido de humedad realizado a los tratamientos,
hay diferencia significativa entre ellos, siendo L. plantarum y L. sanfranciscensis
quienes presentaron el mayor contenido de humedad (38.073 y 38.616)
respectivamente, respecto a los demas tratamientos el control, acido lactico y L.
brevis, no mostrando diferencia significativa. Para los tratamientos que
presentaron un mayor contenido de humedad, esté relacionado con la produccién
de exopolisacaridos (EPS) que presentan algunas BAL durante el proceso de
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fermentacion, mismos que ayudan a formar una red tridimensional que estabiliza

el producto final y contribuye a la retencién de agua (Parra H.A.R, 2010).

Tabla 16. % de humedad

Tratamientos % de humedad
Control 35.072+2.01°%
Ac. lactico 37.265+1.01°%
L. brevis 36.472+1.23°%
L. plantarum 38.073+.016"

L. sanfranciscensis  38.616+1.03"
Letras iguales en la columna, no hay diferencia significativa entre los tratamientos (p>0.5)

6.3.5 Anadlisis de cenizas

En la tabla 17 se muestran los resultados de contenido de cenizas realizados a los
tratamientos, hay diferencia significativa entre los tratamientos, siendo el pan
elaborado con la masas acidificada quimicamente, el diferente a todos,
presentando el menor porcentaje de cenizas (0.540), si hablamos de un porcentaje
de cenizas menor, hablamos de un menor contenido de minerales. En los panes
elaborados con masas agrias, tenemos una biodisponibilidad de los minerales

presentes en la harina de trigo.
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Tabla 17. % de cenizas

% de cenizas

Control 0.656+0.06%
Ac lactico 0.540+0.01°
L. brevis 0.605+0.02%
L. plantarum 0.654+0.03%
L. sanfranciscensis 0.623+0.01°%
LSD 0.057

Letras iguales en la columna, no hay diferencia significativa entre los tratamientos, con valores mayores al
LSD indicado (p>0.5)

6.3.6 Analisis de proteina

En la tabla 18 se muestran los resultados del porcentaje de proteina obtenidos
para cada uno de los tratamientos. No existe diferencia significativa entre los
tratamientos, teniendo valores en el rango de 10.21 a 10.26 % de proteina. No hay
disminucién de proteina en los tratamientos, debido a que la proteina solamente

fue hidrolizada y sigue presente en los panes.

Tabla 18. % de proteina

Panes % de proteina
Control 10.26 + 0.072
Ac. Lactico 10.21 + 0.03?
L. brevis 10.24 + 0.02°
L. plantarum 10.26 + 0.02°
L. sanfranciscensis 10.23 + 0.04%
LSD 0.069

Letras iguales en la columna, no hay diferencia significativa entre los tratamientos, con valores mayores al
LSD indicado (p>0.5)

Fermentacion de masas por bacterias dcido-ldcticas con actividad proteolitica, para la

elaboracion de pan blanco
Pagina 50



Resultados y Discusion

6.3.7 Calidad de la miga de pan blanco

En la figura 17 se observa la calidad de la miga de cada uno de panes elaborados,
las rebanadas del pan control y el elaborado con masa acidificada quimicamente
presentan una miga con alveolos mas cerrados y no homogéneos, para las
rebanadas de pan elaborados con masas fermentadas, presentan muchos
alveolos pequefios y distribucion uniforme, debido a que en la ruta metabdlica que
siguen las bacterias &cido-lacticas existe la produccion de CO,. ElI CO, queda

atrapado en la red tridimensional que se forma durante la formacion de la masa.

Control Ac. lactico L. brevis L. plantarum L. sanfranciscensis

Figura 17. Imagen de las rebanadas de pan blanco
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7 Conclusiones

De acuerdo con los objetivos planteados y los resultados obtenidos podemos

concluir que:

Las masas adicionadas con BAL mostraron una disminucién de pH, a
diferencia de lo observado en el control y la masa acidificada
guimicamente, donde no mostraron cambio, lo que se atribuye al tiempo de
fermentacién, ya que tiempos mas largo favorecen la actividad proteolitica
de las BAL presentes en las masas. Con la disminucion de pH se ve
favorecida la activacién de las enzimas propias de la harina (proteinasas y
peptidasas), por lo que se logra la formacion de péptidos pequefios y

aminoacidos.

Ya mencionamos la disminucién de pH, por lo que debe ser evidente la
produccion de acido lactico, donde se inocularon BAL en las masas, la
produccién de acidos organicos en las masas, nos refiere que el pan
elaborado va hacer un producto con bajo indice glicémico, por lo que
podemos decir que es un pan saludable, los mejores resultados en cuanto
a pH y porcentaje de acido lactico fueron para L. brevis y L.

sanfranciscensis.

En la determinacion de Nitrbgeno Amino Primario, para las masas
inoculadas con L. brevis y L. sanfranciscensis, hubo una mayor protedlisis
que el control, lo que nos sugiere que los resultados de pH y el porcentaje
de &cido lactico, concuerdan con los valores de NAP obtenido en los
tratamientos. Si tenemos un nimero mayor de aminoacidos, el producto va

a tener mejores caracteristicas en cuanto olor y sabor.
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¢ Con la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
de sodio, demostramos la degradacion de las proteinas del trigo, siendo
evidente que después de 24 horas de fermentacion, las bandas que
mostraron una degradacion mayor fueron las albuminas y globulinas, para
las masas inoculadas con L. brevis y L. sanfranciscensis, en la masa
acidificada quimicamente también una protedlisis, el control mostro una
degradacion menor, hubo menos bandas presentes en las fracciones de
albuminas y globulinas.

e Los panes con BAL presentaron una menor suavidad, siendo entre ellos el
mas suave el elaborado con que, L. plantarum seguido L. brevis y por
ultimo L. sanfranciscensis. En cuanto a suavidad comparado con los otros
panes que contenian BAL el mejor es L. plantarum, pero comparado con el
control y acido lactico estos dos dudltimos son aun mejores que los

adicionados con BAL.

e Los panes elaborados con las masas inoculadas con las BAL, tuvieron un
color, sabor y olor caracteristico de productos fermentados, teniendo un
mayor contenido de humedad el pan elaborado con la masa que contenia

L. sanfranciscensis.

e Concluyendo que las cepas de L. sanfranciscensis y L. brevis mostraron los
mejores resultados y podemos decir que los panes elaborados son mas

saludables, nutritivos y de mejores caracteristicas sensoriales.
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9 Apéndices

9.1 Preparacion de solucién

9.1.1 Soluciones para el método de TNBS
» Solucion de L-leucina mM en 1 % de SDS para la curva patrén

Pesar 0.065 g de L-leucina, 1 g de SDS y agregarlo en 50 ml de agua destilada,
disolver bien y posteriormente aforar la solucién 100 ml.

» Buffer de fosfato a pH 8.2
Pesar 0.6 g de NaH, PO, agregar 10 ml de agua desionizada, aforar la solucién a
25 ml. Pesar 1.419 g de Na, HPO, adicionar 90 ml de agua desionizada, agregar
de la solucién de NaH, PO, hasta tener un pH de 8.2 aforar a 100 ml.

> Soluciéon 0.1 % de TNBS

Esta solucién se prepara en el momento de una solucién al 5 % p/v, se tomaron
200 ul aforados a 10 ml, en un matraz cubierto con aluminio y en la campana.

> Solucion de Sulfito de Sodio al 0.1 N

Pesar 0.315 g de Na, SO, adicionar 20 ml de agua desionizada, disolver y aforar a
50 ml.

9.1.2 Soluciones para electroforesis

» Solucion de mondémeros de acrilamida (Acrilamida 30 % T, 2.67 % C)

Pesar 29.2 g de acrilamida; 0.8 g de bis-acrilamida, disolver en aproximadamente
70 ml de agua mili-Q, aforar a 100 ml. Guardar en botella ambar de vidrio y en
refrigeraciéon (< a 1 mes).

» Amortiguador del gel separador pH 8.8
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Pesar 18.17 g de Tris base; disolver en aproximadamente 60 ml de agua mili-Q,
ajustar pH a 8.8 con HCI 6 N aforar a 100 ml. Guardar en refrigeracion.

» Amortiguador del gel compactador pH 6.8

Pesar 6 g de Tris base; disolver en aproximadamente 60 ml de agua mili-Q, ajustar
pH a 6.8 con HCI 6N aforar a 100 ml. Guardar en refrigeracion.

» Amortiguador de la camara pH 8.3 (solucién 10X)

Pesar 9 g de Tris base; 57.6 g de glicina; 4 g de SDS; disolver en
aproximadamente 200 ml de agua mili-Q. (Si las pesadas son correctas debe
evitarse el ajuste de pH para no alterar la fuerza ionica de la solucién). Aforar a
300 ml. Guardar a temperatura ambiente. Diluir 10 veces al momento de utilizar

> Persulfato de amonio

Preparar al momento una solucién al 10 %. Este es muy higroscépico (sellar bien y
mantener en desecador). Pesar 0.02 g + 200 ul de agua mili-Q.

> Soluciéon de SDS al 10 %

Pesar 1 g de SDS disolver en 10 ml de agua mili-Q. Guardar en botella de vidrio a
temperatura ambiente

» Solucioén fijadora
40 ml de metanol + 10 ml de acido acético + 50 ml de agua mili-Q.
» Tincion

a) Pesar 2.5 g del agente acelerador (Silver Stain Plus 161-0448) + 50 ml de
agua mili-Q.
b) En otro matraz pequeio, adicionar:
5 ml SSP Image DR
5 ml SPS Complex
5 ml SSP Reductor
35 ml de agua mili-Q

La solucién a'y b se mezclan en el momento.
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» Gel de Separacion al 12 %

Agua mili-Q

Buffer 1.5 M Tris-HCI pH 8.8
Dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10 %
Acrilamida/bis

Persulfato de amonio al 10%

TEMED

» Gel de concentracion al 4 %

Agua mili-Q

Buffer 1.5 M Tris-HCI pH 6.8
Dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10 %
Acrilamida/bis

Persulfato de amonio al 10%

TEMED

9.1.3 Pesos moleculares de referencia

Figura 18. Pesos moleculares de referencia

1.675 ml
1.25 ml
50 ul
2ml

25 ul

5 ul

2.03 ml
0.83 ml
33.3 ul
0.5ml
20 pl
10 ul
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9.2 Curvas patrén

9.2.1 Curva patrén de L-leucina

Curva estandar de L-leucina
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Figura 19. Curva estandar de L-leucina

9.2.2 Curva de referencia para estimar los pesos moleculares

Curva de referencia
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Log PM

yv= -0.8079x 4+ 1.0410 Rf
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Figura 20. Curva de referencia para estimar los PMs
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