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27. Agroalimentos
Fermento lactico para mejorar panes sin gluten. Seleccién del medio de cultivo para

producir biomasa.
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Resumen

Los productos libres de gluten no se encuentran ampliamente disponibles, son costosos,
menos palatables y nutricionalmente mas pobres que el pan de trigo tradicional. El
reemplazo de gluten en productos panificados es un desafio ya que el mismo proporciona
las propiedades viscoelasticas a la masa y su ausencia genera panes con baja calidad
tecnoldgica.

Algunas especies de bacterias acido lacticas (BAL) presentes en la fermentacion de la masa
para elaborar pan otorgan influencias positivas en la calidad del producto: textura, aroma,
propiedades nutricionales y vida util del pan. Una cepa heterofermentante de BAL, Weissella
cibaria 20, demostré como fermento aptitud para el mejoramiento sensorial y estructural de
pan sin gluten en investigaciones previas. En este trabajo se busco propagar esa cepa en un
medio econ6émico y libre de TACC, comparando la productividad del medio formulado con la
del medio de cultivo comercial de eleccién para el crecimiento de BAL en laboratorio. Para
ello se probaron distintas alternativas: medio en base a suero de queseria, medio en base a
permeado de suero de queseria (PSQ), medio Sour Dough Bacteria e hidrolizados obtenidos
a partir de harinas de sorgo y de trigo sarraceno. Los resultados obtenidos indican que el
medio PSQ (subproducto lacteo) suplementado con glucosa mostré una elevada produccion
de biomasa en corto tiempo; presentando dos ventajas: la utilizaciébn de un efluente
altamente contaminante y la posibilidad de contar con un medio de cultivo eficiente, de bajo

costo y libre de gluten para propagar la biomasa de W. cibaria 20 a mayor escala.

Palabras claves: pan sin gluten, biomasa, fermento lactico, suero de queseria
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Introduccién

La celiaquia es una enfermedad
hereditaria y autoinmune que puede
dispararse en individuos genéticamente
susceptibles por ingesta de gluten
presente en trigo, avena, cebada y
centeno (TACC). En Argentina, se estima
gue 1 de cada 100 personas es celiaca
(Ministerio de salud, 2014). El Gnico
tratamiento médico disponible y seguro es
una dieta libre de gluten de por vida. El
reemplazo de gluten en productos
panificados es un desafio para el
tecndlogo de cereales, dado que el mismo
proporciona las propiedades
viscoelasticas a la masa y su ausencia
genera panes con baja calidad
tecnoldgica. Los productos libres de gluten
no se encuentran ampliamente
disponibles, son costosos, menos
palatables y nutricionalmente mas pobres
gue el pan de trigo tradicional (Arendt,
Moroni y Zannini, 2011).

Algunas especies de bacterias lacticas
heterofermentantes suelen integrar la
microbiota de “masas madres”,
ecosistemas microbiol6gicos complejos e
indefinidos utilizados tradicionalmente
para elaboracién de panificados
artesanales. Tales consorcios microbianos
otorgan influencias positivas en varios
aspectos de la calidad del producto:
textura, aroma, propiedades nutricionales
y periodo de conservacion o vida util del

pan (Guerzoni, Gianotti y Serrazanetti,
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2011). La cepa Weissella cibaria 20,
perteneciente a una de las especies
presentes en masas madres, fue utilizada
en un trabajo previo como fermento en la
elaboracion de un pan libre de gluten,
demostrando aptitud para el mejoramiento
sensorial y estructural del producto
obtenido (Peverengo, 2018). El uso de
esta cepa podria resultar en una
alternativa natural a las metodologias
actualmente disponibles para el
mejoramiento de panes.

Un paso critico para el uso masivo de
microorganismos es su produccién a gran
escala. En laboratorio el medio de cultivo
mas ampliamente utilizado para el
crecimiento de bacterias lacticas es el
medio formulado por de Man, Rogosa and
Sharpe (MRS). Si bien la eficiencia de
produccion de biomasa de este medio en
su versién comercial es muy buena, su
uso a escala piloto o industrial no resulta
viable debido a su alto costo. Para sortear
este obstaculo se pretende hallar un
medio econémico y libre de TACC con el
fin de propagar la biomasa para un
posterior escalado a la produccién
industrial del fermento. En este sentido y
favorecido por la creciente conciencia
ecoldgica sobre la importancia de la
reduccion de la contaminacion industrial,
se ha estimulado el uso de ciertos
efluentes como medios de cultivo "no
tradicionales", contribuyendo a la

disminucioén de los costos industriales
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derivados de la decontaminacion de los
mismos. Existen estudios previos sobre
medios de crecimiento econémicos en
base a sustratos lacteos como suero de
gueso y permeado de suero de queso
(Lavari, 2016). Otra opcion para la
produccion econémica de biomasa, es
evaluar la capacidad de la cepa de
desarrollar en medios preparados en base
a cereales libres de gluten.

En este trabajo se investigé el desarrollo
de W. cibaria 20 en diferentes medios de
bajo costo y libres de gluten para
optimizar la produccién de biomasa, con
vistas a un posterior desarrollo del

fermento a escala industrial.
Objetivos

- Formular medios de cultivo de bajo costo
y libres de TACC para la obtencion de
biomasa de una cepa de Weissella cibaria
20, en vistas a una produccién a gran
escala.

- Evaluar la productividad de los medios
formulados y compararla con la obtenida
en un medio comercial de uso habitual en

laboratorio.
Materiales y métodos
Cepa, condiciones y medios de cultivo

Para este trabajo se empleé la cepa
Weissella cibaria 20 (W20) perteneciente
al Cepario del INLAIN e identificada
genéticamente en un trabajo previo (por

secuenciaciéon de un fragmento de ADN
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correspondiente al gen del ARN 16S). La
cepa se reactivo en caldo MRS (Biokar,
Beauvais, Francia) a temperatura 6ptima
(Tept) de 30 °C por 24-48 h, a partir de un
cultivo puro congelado. Partiendo del
reactivado se realiz6 una suspension
stock (suspension celular de
almacenamiento a temperatura de
refrigeracion) en caldo MRS y se incub6 a
Tepe durante 16-18 h (overnight, o.n).
Comenzando por esta suspension celular
se renovo el stock cada 15 dias. Para
usarla rutinariamente en los distintos
ensayos, se realizaron al menos dos o.n.

sucesivos de la cepa.
Medios de cultivo para producir biomasa

a) Medio en base a suero de queseria, SQ
El medio se formul6 segun lo indicado por
Zacarias (2015) con ligeras
modificaciones, ensayando para su
optimizacion distintas concentraciones (1
a 5% p/v) de suero de queseria siempre
adicionado de extracto de levadura
(Britania, Buenos Aires, Argentina), EL, al
5% (p/v); en presencia de glucosa
(Cicarelli, San Lorenzo) (1% v/v) (SQ-EL-
G) y en ausencia de la misma (SQ-EL).
Ademas se ensay0 el agregado de
maltosa (Biopack, Buenos Aires) (1% v/v)
al medio SQ-EL-G para ver si favorecia al
crecimiento. Usando como base también
al lactosuero se ensay6 un medio
semejante al caldo MRS formulado segun

Zacarias (2015), donde el suero de
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gueseria reemplazé las fuentes de
nitrégeno extracto de carne y tripteina del
medio comercial. Al mismo se lo sometio a
un tratamiento enzimético con pepsina
porcina 0,3% (p/v) (Merck, Buenos Aires,
Argentina) para facilitar la asimilacion de
la fuente nitrogenada por W20. En ambos
casos, con y sin hidrdlisis, los medios se
suplementaron post esterilizacién con una
solucion estéril de glucosa 1% (v/v).

b) Hidrolizados obtenidos a partir de
harinas de sorgo, HS, y de trigo
sarraceno, HTS

Se ensayaron hidrolizados de dos harinas
libres de gluten (Praga S.R.L., Cérdoba,
Argentina): sorgo y trigo sarraceno. Los
hidrolizados se prepararon acorde a lo
indicado por la Dra. Gerez, investigadora
del Centro de Referencia para
Lactobacilos (CERELA) (comunicacion
personal, 26 de agosto, 2016). Se utilizd
cada hidrolizado con distintas adiciones:
-Agregado de extracto de levadura (EL)
5% (p/v) previo a la esterilizacion.
-Agregado de hidratos de carbono en
forma individual (concentracién final 1 %
p/v): glucosa (G), sacarosa (Cicarelli, San
Lorenzo) (S), maltosa (M) y fructosa
(Anedra, San fernando) (F).

-Agregado de combinaciones de
azUcares: glucosa - maltosa (G-M) (cada
una en concentracion final 0,5 % p/v) y los
4 azlcares juntos (4A) (cada uno en

concentracion final 0,25 % p/v).
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¢) Medio en base a permeado de suero de
gueseria, PSQ

El medio fue cedido por la Dra. Paez y
producido en Arla Foods (Portefia,
Cérdoba, Argentina). Se formul6 segun lo
indicado por Lavari (2016) partiendo de
permeado de suero en polvo reconstituido
9% (p/v) suplementado con 2,5 g/L de
extracto de levadura, 2,5 g/L de triptona y
5 mL/L de solucién Mg-Mn (MgS0O4 2%
p/vy 0,4% p/v de MnSO4). Se ensayo el
medio sin suplementar (PSQ) y
suplementado con glucosa 1% (v/v)
(PSQQG).

d) Medio Sour Dough Bacteria, SDB

Este medio fue formulado especificamente
por Kline y Sugihara (1971) para aislar y
cultivar bacterias lacticas a partir de
masas madres. Se preparé siguiendo sus
indicaciones e incorporando las siguientes
modificaciones:

-Sin ajuste de pH (6,5) con el agregado de
una solucién de glucosa estéril al 1% (v/v)
-Con ajuste de pH (5,6) con HCI 5 My con
el agregado de una solucién de glucosa
estéril al 1% (v/v)

-Sin ajuste de pH (6,5) con el agregado de
una solucién de maltosa estéril al 1% (v/v)
-Con ajuste de pH (5,6) con HCI5 My con
el agregado de una solucién de maltosa

estéril al 1% (v/v)

Todos los medios fueron esterilizados en

autoclave por 15 min a 1 atm de presion.
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Ensayo para la seleccion del medio de

cultivo

Como procedimiento estandar, cultivos
activos (dos o.n. sucesivos) de la cepa de
W20 desarrollada en caldo MRS y lavados
(dos veces) con buffer fosfato (50 mM, pH
7) se inocularon al 2%(v/v) en los medios
a ensayar. El agregado de las soluciones
de azucar estéril, en los medios
correspondientes, se realizé post-
esterilizacién a partir de una solucion
concentrada de los hidratos de carbono
previamente esterilizada a vapor fluente
por 30 minutos. Los medios fueron
incubados en bafio termostatizado a 30 °C
y se tomaron muestras a tiempo inicial y a
diferentes tiempos predeterminados. Para
evaluar el desempefio de la cepa en los
mismos se realizaron determinaciones de
pH y recuentos de células viables en MRS
agarizado en superficie. También se
determind la Absorbancia a 560 nm
(densidad 6ptica, DOsgo) €n aquellos
medios que presentaron un aspecto

limpido luego del tratamiento térmico.
Resultados y discusién

Para todas las concentraciones de EL
probadas, en el medio SQ-EL sin
suplementar con glucosa, se observé que
el crecimiento de W20 fue inferior
comparado con el medio SQ-EL-G
(Figura 1), comportamiento esperado
debido a que las BAL son frecuentemente

calificadas como “fastidiosas” ya que
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presentan requerimientos nutricionales
complejos. Debido a su limitada capacidad
de biosintesis necesitan de azlucares
facilmente fermentables (fuente de C),
aminoacidos y péptidos cortos (fuente de
N), vitaminas B y nucledétidos (factores de
crecimiento) para lograr un adecuado
desarrollo (Mayra-Méakinen y Bigret, 2004).
La condicién suero de queseria al 5%
(p/v) en presencia de glucosa fue en la
gue se recuperd mayor cantidad de
células (1,1.10° UFC/ ml) (Figura 1) por lo
cual fue la elegida para usar en las
siguientes experiencias.

A su vez se vio que el agregado de
maltosa al 1% (v/v) no mejor6 el desarrollo
de la cepa (Figura 2), como si se habia
observado en experiencias anteriores. La
maltosa se produce luego de que prepara
la masa debido a la accion de las
amilasas sobre el almidén libre (Kline y
Sugihara, 1971). Se probé para simular
condiciones presentes en el ambiente de

las masas madres.

1hlall))

Por
centaje de suero de queserla

9,20
9,00
8,80
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8,40
8,20

8,00 Glucosa (1%)

Sin glucosa

Figura 1. Efecto del porcentaje de suero de queseriay la
adicién de glucosa (1%) en el desarrollo de W20 (24 h,
30 °C) en el medio SQ.
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Con respecto a los medios MRS-SQ, con
y sin tratamiento enzimatico, se
comportaron igual entre si y no difirieron
respecto al SQG luego de 20 h de
incubacion (datos no mostrados), a causa
de esto y debido a que su formulacion es
mas compleja y costosa, y su preparacion,
laboriosa se descarté.

10,00 -
9,00 -
8,00 -
7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -

W SQ-EL-Glu
SQ-EL-Glu-Malt

log UFC/ml

3,00
2,00
1,00 -

0,00 |

0 4 24
Tiempo (h)

Figura 2. Comparacion del efecto de maltosa (1%) y
de glucosa (1%) en el crecimiento de W20 en el
medio SQ.

Los estudios realizados en los
hidrolizados de harina libre de gluten
mostraron, luego de 20 h de incubacion,
gue la adicion de EL fue la que mayor
crecimiento celular produjo para ambas
harinas, presentando mayor diferencia con
respecto a los demas aditivos en HS (9
ordenes log) (Figura 3), corroborando el
requerimiento de fuentes nitrogenadas
accesibles por parte de las BAL. Se
observé un comportamiento inesperado
respecto al pH en ambos medios, donde
se esperaria que mayores disminuciones
de pH se correspondan con un mayor
desarrollo de W20. Sin embargo, donde
se registraron medidas de pH menor (3,7-
3,9) los recuentos fueron algo bajos, y

mayor fue el recuento en los hidrolizados
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con EL donde el pH alcanzado luego de

20 h de incubacion se mantuvo alto (5,8-
5,9) en comparacion con el resto (Figura
3). Esto se puede deber a la capacidad
amortiguadora probablemente producida
en el medio al incorporar el EL, similar a lo
que ocurre en el MRS, lo que permite que
la célula siga creciendo un poco mas y no

se inhiba por su propia acidificacion.

9,00 - HS a)

B Ordenes log UFC/ml B pH

8,00
7,00
— 6,00 -
TS50
%4,00 1
=3,00 -
2,00 -
1,00 -
0,00 -

Aditivos

10,00 -
9,00 - H log UFC/mI

HTS b)
pH
8,00 -
7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00
0,00 - . . . r . .
aA G M s F G-M EL

Aditivos

log UFC/ml

Figura 3. Efecto de los distintos aditivos en los
hidrolizados con respecto al desarrollo (20 h, 30 °C)
de W20 en a) medio HS mediante recuento
microbiolégico y mediciones de pH y DOseo Y b)
medio HTS mediante recuento microbiol4gico y
mediciones de pH .
En el medio HTS la turbidez post-
esterilizacién no permitio realizar medidas
de DO ya que fue parecida a la producida
por el crecimiento de W20; a su vez se
observé la formacién de un precipitado
que también interferiria con la técnica. El
HS posibilité realizar medidas de DO
obteniéndose de la grafica UFC/ml vs DO

un R?=0,9501, encontrando una
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correlacion lineal entra la DO y los
recuentos microbiolégicos
(Figura4).

9,00 e
8,80

-E_ 8,60

B840

s ¥=0,5591x+7,5328
8,20 / * R? =0,9501
8,00 e

Do

Figura 4. Relacion entre el recuento de células
viables y la densidad 6ptica del cultivo en medio
HS

Si bien ambos hidrolizados adicionados de
extracto de levadura permitieron lograr

recuentos celulares elevados,
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la complicacién de la preparacion y el
extenso tiempo dispensado en ello son
aspectos negativos al momento de la
eleccion del medio.

El crecimiento de W20 en PSQ, en el
medio suplementado con glucosa (1%) y
el medio sin suplementar, no mostré
diferencias hasta las 4 h de incubacion, a
las 6 h el recuento en PSQG fue de 0,7
ordenes logaritmicos mayor respecto al
medio sin suplementar, obteniéndose el
maximo (9,6 6rdenes logaritmicos) a ese
tiempo de incubacién (Figura 5); de
acuerdo con Tayuan, Tannock y Rodtong
(2011) quien estudiando un cultivo de
Weissella sp. observé que para ese

tiempo, se alcanzaba la fase estacionaria.

Log UFC/ml con gluc
== | og UFC/ml sin gluc
=== nH con gluc
== pH sin gluc
—¢— DO con gluc

= DO sin gluc

Tiempo (h)

12,00 -

11,00 -

10,00 -
o 9,00 -
Q&m_'fflfﬂl——ihiﬂhi
E 7,00 -
E 6,00 -
9 500 - *"‘Qﬁ[: ;;: ;
Eo" 4,00 -
2 300 -

2,00

1,00

0,00 |

Figura 5. Crecimiento de W20 en el medio permeado de suero de queseria suplementado con glucosa
(1%), PSQG, y sin suplementar, PSQ, durante 24 h de incubacion a 30 °C.
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El desarrollo de W20 en medio PSQG a
las 5 h de incubacién ya fue satisfactorio,
y se mantuvo alrededor de ese valor hasta
las 9 h. A las 24 h de incubacion, el
recuento fue de 8, 6 6rdenes logaritmicos
(Figura 5).

El pH en el medio PSQG comenzé a
descender a las 2 h y continué haciéndolo
marcadamente hasta las 24 h de
incubacion donde su valor fue minimo
(3,9); a diferencia con el medio PSQ,
donde se mantuvo alrededor del mismo
valor (5,5) en toda la experiencia (Figura
5).La ausencia de precipitado y particulas
en suspension en el medio permitio
realizar lecturas en espectrofotdémetro. Las
mismas se correspondieron bien con las
curvas de pH, comenzando a
diferenciarse entre ambos medios a partir
de las 2 h, con una marcada diferencia
hasta el final de la incubacién (ADO 1,4)
(figura 5).

Al analizar la relacion de las medidas de
DO con los valores del recuento
microbioldgico, llamativamente no se
obtuvo una buena correlacion lineal que
permita seguir el crecimiento de la masa
celular a partir de esta técnica (Figura 6).
Los recuentos celulares en las distintas
condiciones ensayadas en el medio SDB
(Tabla 1) no fueron satisfactorios
comparados con el crecimiento en el MRS
comercial (10° UFC/ml), por lo que se lo
descartd como medio eficiente para

propagar biomasa.
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Figura 6. Relacion entre el recuento de células

viables y la densidad 6ptica en el cultivo PSQG.
Finalmente se adopté el medio PSQG
como un potencial candidato para la
produccion de biomasa a escala industrial
debido a que se observo una adecuada
capacidad de desarrollo (elevada
produccion de biomasa en corto tiempo)
de W20 en el permeado de suero en
presencia de glucosa, comparable con el
caldo MRS comercial.
A su vez su preparacion es menos
laboriosa y mas rapida respecto a la de
los hidrolizados de cereales sin TAAC y el
crecimiento de W20 alcanzado, es mayor.
El SQ logré una produccién celular similar
también al MRS comercial. Junto con el
permeado son subproductos (generados
en abundancia) de la elaboracién de
quesos, que de ser eliminados no sélo se
desaprovechan los componentes de
elevado valor nutricional que contienen,
sino que ademas contaminan mucho por
su elevada Demanda Quimica de Oxigeno
(DQO) y Demanda Bioquimica de
Oxigeno (DBO).
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Tabla 1. Recuentos microbioldgicos en el medio SDB con distintas combinaciones de pH y aditivos, alcanzados
luego de 10 h de incubacion a 30 °C

UFC/ml
SDB pH 5,6 pH 6,5
Maltosa 2,3.108 2,4.108
Glucosa 2,1.108 3,1.108

Por todo eso, es que varios logros
tecnoldgicos permitieron transformar este
efluente en una valiosa (en lo nutricional y
en lo econémico) materia prima, cuya
utilizacion ademas resulta un beneficio
para el medio ambiente. Una aplicacion,
entre muchas otras, es su uso en la
formulacion de medios de cultivo (Juliano,
Muset y Castells, 2017). La utilizacion del
permeado de suero de queso como medio
de crecimiento toma importancia debido al
gran valor que hoy tiene la proteina de
suero ya sea como concentrado de
proteinas de suero (WPC, del inglés whey
protein concentrate) o aislados de
proteinas de suero (WPI, del inglés whey
protein isolate), siendo el permeado un
efluente del proceso de ultrafiltracion
mediante el cual se obtienen estas
fracciones proteicas. Debido a esto se
podria revalorizar como un medio de
cultivo mas econdmico que el SQ, y esta
compuesto mayoritariamente por lactosa.
Otra ventaja de utilizar como medio el

permeado, ademas del bajo costo, es que
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las proteinas presentes en el SQ

precipitan luego del tratamiento térmico

generando inconvenientes durante el uso

del medio de cultivo y la posterior

disposicion de la biomasa obtenida

(Figura 7a y 7b). Algunos autores sefialan

gue para la produccion de biomasa no

solo se necesita que el medio la recupere

con buen rendimiento, sino que es

conveniente disponer de caldos

preferentemente transparentes (Brandt,
2014).

Figura 7. a) Medio SQ post-esterilizacion,
b)Medio PSQ post-esterilizacidn.
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Otro atributo a favor del PSQ con respecto
al SQ es el tiempo requerido para el
desarrollo de W20.En el permeado de
suero se observa que a las 4 h de
incubacion ya se obtiene un recuento
celular de 10° UFC/ml (datos no
mostrados), en cambio enel SQalas4h
de incubacién se obtiene un recuento de
7.108 UFC/ml (Figura 2).

Conclusiones

El permeado de suero suplementado con
glucosa y demas aditivos permitio la
produccion de 10° UFC/ml de células de
Weissella cibaria 20 en tan solo 4 h, por lo
gue se convierte en un medio promisorio
para posteriores estudios a gran escala.
La utilizacion del lactosuero es una opcion
tecnoldgica innovadora debido a la
posibilidad de dar un nuevo uso a las
grandes cantidades producidas en las
industrias lacteas. Se contribuye asi a
paliar, al menos de forma parcial, a la
problematica de su disposicion final
debido a la alta DBO y DQO de este
sustrato; y al mismo tiempo permite
producir biomasa de cultivos de alto valor
agregado a partir de medios econémicos.
Este enfoque tiene dos ventajas: la
utilizacion de un efluente altamente
contaminante y la posibilidad de contar
con un medio de cultivo eficiente, de bajo
costo y libre de gluten para propagar la

biomasa de W. cibaria 20 a mayor escala.
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