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RESUMEN

La masa madre de cultivo (MMC) contiene una microbiota que realiza la
fermentacién acidificante y alcohdlica, constituida esencialmente por bacterias y
levaduras salvajes. El uso de MMC en la elaboracién del pan, hace que éste
adquiera una mejor calidad organoléptica y nutritiva, asi como una mayor vida
atil en comparacion con el resto de panes convencionales. Sin embargo, se
desconoce en gran medida como los microorganismos presentes en estas MMC,
actian e interaccionan para conseguir panes con las mejores propiedades
nutritivas y funcionales. El objetivo del presente trabajo ha sido el estudio “in
vitro” de la microbiota presente en distintas MMC y su relacién a las propiedades
sensoriales observadas en los panes artesanos obtenidos.
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ABSTRACT

The sourdough starter (SS) contains a microbiota that carries out acidifying and
alcoholic fermentation, primarily composed of wild bacteria and yeast. The use of
SS in breadmaking enhances its organoleptic and nutritional quality, as well as
extending its shelf life compared to other conventional breads. However, the
mechanisms by which the microorganisms present in these SSs act and interact
to achieve bread with optimal nutritional and functional properties are largely
unknown. The objective of this study was to investigate the "in vitro" analysis of
the microbiota present in different SSs and its relationship to the sensory
properties observed in the resulting artisan breads.
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1. Presentacién

La masa madre de cultivo (MMC), es una mezcla de harina y agua que se
deja fermentar durante varios dias, permitiendo que las bacterias y levaduras
presentes en el medio ambiente se desarrollen y conviertan los azucares de la
harina en acido lactico y alcohol (Hammes y Ganzle, 1998). Esta masa madre
fermentada se utiliza para hacer pan y otros productos horneados (Real Decreto

1137/1984, de 28 de marzo).

Durante siglos se ha utilizado la MMC como método de fermentacién
natural en la elaboracién de pan, y su uso ha experimentado un resurgimiento
en popularidad en los dltimos afios debido a su sabor Unico y beneficios para la
salud del consumidor en comparacién con la produccién del pan industrial. Entre
los beneficios del pan artesano elaborado a partir de MMC (Pauline et. al., 2008),

destacan:

a) Mejora la digestibilidad: la masa madre fermentada naturalmente puede
reducir los niveles de gluten en la harina y hacer que el pan sea mas facil de
digerir para algunas personas con sensibilidad al gluten.

b) Sabor mas complejo: la fermentacion natural de la masa madre agrega un
sabor mas profundo y complejo al pan debido a la presencia de acido lactico,

que mejora el sabor y la textura.
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c) Textura mejorada: la masa madre ayuda a crear una textura mas esponjosa y
aireada en el pan debido a la produccién de dioxido de carbono durante la
fermentacion.

d) Mayor durabilidad: el pan elaborado con masa madre suele tener una vida Util
mas larga que el pan hecho con levadura comercial debido a la presencia de
acido lactico y otros compuestos antimicrobianos naturales.

e) Mejora la salud intestinal: la fermentacion natural de la masa madre puede
aumentar la biodisponibilidad de ciertos nutrientes y mejorar la salud intestinal
gracias a la presencia de probidticos y otras bacterias beneficiosas.

f) Contiene una variedad de vitaminas y minerales, incluyendo hierro, calcio y
vitaminas B, que son esenciales para el funcionamiento adecuado del cuerpo.
También es bajo en grasas y colesterol, lo que lo convierte en una opcién

saludable para aquellos que buscan mantener una dieta equilibrada.

En resumen, el consumo de pan artesano elaborado con masa madre natural
es una excelente opcién para aquellos que buscan una alternativa méas saludable
y nutritiva al pan industrial. Ademas de tener un sabor y aroma deliciosos, el pan
con MMC también tiene varios beneficios para la salud que lo convierten en una

excelente opcién para cualquier dieta equilibrada.

Sin embargo, el proceso de elaboracion lleva mucho mas tiempo y es mas
complicado que la produccion del pan industrial, pues la calidad de la MMC
puede verse afectada por el tiempo y las condiciones de almacenamiento

(Gobetti, 1998; Gobetti et al., 2013).

En el presente trabajo de investigacion se ha realizado el estudio
microbiolégico “in vitro” de diferentes MMC (sdlida y liquida) bajo diferentes

temperaturas de almacenamiento (2°C y 8°C) con el fin de identificar el equilibrio
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optimo de la microbiota presente en estas MMC con las mejores propiedades

organolépticas del pan artesano resultante.
Otros objetivos alcanzados en este proyecto son:

- Fomentar habitos saludables en nuestro alumnado.

- Desarrollar una investigacion desde la hipétesis hasta el resultado final.
- Aprender a realizar diluciones seriadas y cultivos microbioldgicos.

- Realizacioén de recuentos de microorganismos.

- Profundizar en el andlisis microbiolégico de productos fermentados

- Analizar los resultados obtenidos

2. Desarrollo
2.1. Material y métodos
2.2.1. Masa Madre de Cultivo (MMC)

La Masa Madre de Cultivo (MMC) utilizada en el presente estudio procede
de panaderos que imparten el Curso de Especializaciéon en Panaderia y Bolleria
Artesanal en el IES Gran Capitan y colaboran con nuestro IES Maimoénides

dentro de la Red Pericles-FP en Cérdoba.

La masa madre es una mezcla de harina y agua que ha sido fermentada
por bacterias y levaduras naturales, o que da su caracteristico sabor y aroma
descrito por nuestro panadero de referencia. Para mantener viva la masa madre
y asegurar su correcto funcionamiento en la elaboracion del pan artesano, es
necesario refrescarla regularmente y de esta manera, conseguir para mantener

un equilibrio entre la microbiota existente en ella (Corsetti, 2013).
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El refresco de la masa madre consiste en retirar una porcion de la masa
madre existente y afiadirle harina y agua fresca. La cantidad de harina y agua
que se afadio dependi6 de la receta: MMC solida con proporcion 2:1 (doble de
harina que de agua) y MMC liquida con proporcion 1:1 (igual cantidad de harina
y agua). Después de mezclar bien los componentes se deja fermentar la masa
durante varias horas, hasta que haya crecido y burbujeado (produciendo
pequefias cantidades de CO2, etanol y acidos organicos por la accién de las BAL
y las levaduras lo que le da el caracteristico sabor y aroma descrito por nuestro

panadero de referencia).

Segun nuestro panadero, las MMC sdélidas resultantes (2:1) son mas
acidas y se usan para fabricar panes con volumen. Mientras que las MMC
liquidas (1:1) son mas lacticas y llevan mas gluten degradado que facilita la

extension de la masa para fabricar panes tipo baguette.

2.2.2. Materiales empleados

Los equipos de laboratorio utilizado ha sido pH-metro, balanza granataria,
campana de flujo laminar, autoclave, vértex, placa calefactora con agitador
magnético, estufas de cultivo, microondas, microscopios, mecheros. Asimismo,
se utilizaron ordenadores para la elaboracion del material escrito y analisis de
resultados. El alumnado us6 el mévil para la captura de imagenes al microscopio

y la realizacion del cuestionario online.

El material empleado es el propio de un laboratorio de microbiologia

educativo, tal como, asas de siembra, placas de Petri, asas de Digralsky, tubos
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de ensayo, gradillas, matraces Erlenmeyer, algodon graso, bolsas de Stomacher
estériles, recipientes estériles de toma de muestras, pinzas metalicas, pinzas de
madera, pipetas Pasteur, micropipetas, puntas estériles, portaobjetos,

cubreobjetos, alcohol etilico 96°C, agua destilada, etc.

Para realizar los recuentos de microorganismos se emplearon distintos
medios de cultivo: SB (Agar Sabouraud), YEPD (Extracto de peptona 1%,
Peptona 2%, Glucosa o Dextrosa 2%, Agar 2%, agua doble destilada), MRS
(Man, Rogosa y Sharpe), Manitol [Manitol 2,5%, Extracto de Levadura 0,5%,
Peptona 0,3%, Agar 2%, Cicloheximida (0,4g/L)], PCA (Plate Count Agar), agua
de peptona como diluyente o solucion salina estéril (9 g/L). Asimismo, para la
observacién microscopica de las colonias crecidas en medio de cultivo, se realiz
una tincion simple de las muestras con azul de metileno al 1% y posterior
visualizacion al microscopio (40X). Se realizaron captura de imagenes utilizando

el movil.

2.2.3. Planificacion de las sesiones

Se trabajé durante cinco sesiones:

. Sesién 1 (Enero): Presentacion normas de laboratorio, objetivos del proyecto
e introduccion a la elaboracion artesanal del pan. Aprender los fundamentos
y técnicas de analisis microbiolégicos para recuento y aislamiento, asi como
sus aplicaciones. Profundizar en los métodos de siembra, homogeneizacion
de las muestras, y preparacién de diluciones seriadas para recuento y

aislamiento de microorganismos en diferentes medios de cultivo. Conocer el

eCO. Revista Digital de Educacién y Formacion del Profesorado. N° 20, 2023.
ISSN 1697-9745



: ) EXPERIENCIA
MARQUEZ LEMA, A.: CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA DE LA MASA MADRE...

material utilizado en el laboratorio de microbiologia. Cuestionario
autoevaluacién consumo pan en adolescentes.

. Sesion 2: (Febrero): Recogida de muestras MMC y medida pH. Realizacién
del primer recuento con un amplio rango de diluciones y distintos medios de
cultivo. Se realizaron siembras de MMC liquida y soélida a 8°C. Observacién
microscépica de colonias crecidas. Analisis de los resultados. Realizacion
imégenes, gréficas y tablas con los resultados obtenidos.

. Sesion 3 (Marzo): Recogida de muestras MMC y medida pH. Realizacién del
segundo recuento, introduciendo la variable de la temperatura (2°C y 8°C),
acotando las diluciones a cinco, e introduciendo nuevos medios de cultivo.
Se varia el método de homogeneizacién de la MMC sélida, con un amasado
suave con los dedos, en la “bolsa de Stomacher”. Observacion microscopica
de colonias crecidas. Andlisis de los resultados. Realizacion imagenes,
graficas y tablas con los resultados obtenidos.

. Sesion 4 (Abril): Recogida de muestras MMC para su analisis y medida pH.
Realizacion del tercer recuento, donde se realizan cuatro diluciones de un
Unico medio para levaduras, y tres diluciones para bacterias con la técnica
de siembra en masa con doble capa, para conseguir las condiciones de
anaerobiosis. Observacion microscopica de colonias crecidas. Andlisis de los
resultados. Realizaciobn imagenes, gréficas y tablas con los resultados
obtenidos.

. Sesién 5 (Abril): Elaboracibn de un poster cientifico, memoria de

investigacion y presentacion oral de los resultados.
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2.2.4. Estudio previo sobre consumo pan en adolescentes del IES Maimonides

Se elabord un cuestionario online (https://forms.gle/SnuzKVhoKjA6iF3t7)
a través de la plataforma Classroom con un total de 21 preguntas relacionadas
con el consumo de pan. El cuestionario fue realizado por un total de 100
estudiantes del IES Maimonides elegidos al azar y con un rango de edad de 12

a 18 afos.

Los resultados obtenidos fueron analizados por los estudiantes de 1°

Bachillerato en la materia de Anatomia Aplicada.

2.2.5. Recogida y conservacion de muestras MMC

La recogida de muestras se realizé un dia después de refrescar la MMC,
siendo conservada en nevera portatil (2-4°C) e introducida en el frigorifico del
laboratorio de microbiologia a 2°C y/o a 8°C, segun el momento del estudio. La

muestra se presenta en recipiente estéril con cierre hermético.

2.2.6. Andlisis microbioldgico de MMC solidas y liquidas

Se pesaron 25 g de cada MMC (solida y liquida) en 225 ml de agua de
peptona estéril. En el caso de la MMC sodlidas (1:1), se usaron 25 g de MMC
sélida en 225 ml de agua de peptona estéril. Se procedié a su homogeneizacion
en la bolsa de Stomacher, y posteriormente se realizaron las diluciones
decimales seriadas (10-2 a 10-8) utilizando tubos con solucion salina estéril para

el posterior recuento de microorganismos (UFC/ml).
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A partir de las MMC liquidas (2:1) se realizaron diluciones seriadas de las
muestras (10-2 a 10-8), para posteriormente proceder al recuento de los
microorganismos crecidos en el medio de cultivo (UFC/ml: Unidades Formadoras
de Colonias por mililitro). En todos los casos (MMC sélida y liquida), se realizaron

las siembras por triplicado como se indica a continuacion:

En el primer recuento se procede a realizar las siete diluciones en tres
medios de cultivo diferentes: YEPD (Agar Extracto Levadura Peptona Dextrosa),

SB (Sabouraud) y MRS (Man, Rogosa, Sharpe). Véase Tabla n°l1.

PRIMER RECUENTO MICROORGANISMOS
MEDIO DE DILUCIONES SERIADAS
CULTIVO
YEPD 102 |10® |10* |10° |10°® |107 |10%
SB 102 |10® |10* |10° |10% |[107 |10
MRS 102 |10® |10* |10° |10°® |107 |10%

Tabla n°l.- Medios de cultivo y diluciones seriadas realizadas en el primer
andlisis microbiolégico de las MMC sdlidas y liquidas. Cada ensayo se
realizé por triplicado.

En el segundo recuento y atendiendo a los resultados obtenidos en el
primer recuento, se acotan las diluciones y se diversifican los medios de cultivo
mas adecuados para bacterias acido lacticas (BAL); MSA (Agar Manitol Salado

con Cicloheximida) y PCA (Plate Count Agar). Véase Tabla n°2.
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SEGUNDO RECUENTO MICROORGANISMOS
MEDIO DE DILUCIONES SERIADAS
CULTIVO

YEPD 10° |10* |10° |10° |107

SB 10° |(10* |10° |[10° |107
MRS 10° |(10* |10° |[10° |107
MSA 10° |10* |10° |10°® |107
PCA 10° |10* |10° |10°® |107

Tabla n°2. Medios de cultivo y diluciones seriadas realizadas en el
segundo analisis microbiolégico de las MMC sdlidas y liquidas. Cada
ensayo se realiz6 por triplicado.

En el tercer recuento, se centra en el medio que mejor resultado obtiene
con levaduras (YEPD), y en una modificacion de la técnica de siembra con medio
MRS para bacterias, realizando una siembra de diluciones 10-1 a 10-3 en masa

con doble capa para buscar condiciones de anaerobiosis. Véase Tabla n°3.

En todos los casos se utilizé6 como control positivo la muestras madre de MMC,

y como control negativo (medios de cultivo sin sembrar).

TERCER RECUENTO MICROORGANISMOS

MEDIO DE CULTIVO DILUCIONES SERIADAS

YEPD 102 | 10® [10* |10°

MRS (doble capa) 10t (102 | 103
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Tabla n°3.- Medios de cultivo y diluciones seriadas realizadas en el
tercer analisis microbioldgico de las MMC solidas y liquidas. Cada ensayo
se realizé por triplicado.

2.2.7. Medida pH en muestras MMC

Conocer el valor del pH y el contenido de acido de una MMC es un
pardmetro de control importante. Cuanto menor sea el valor del pH en la MMC,
menor es la degradacion del almidén y mas estable es la masa del pan cocido.
Cuando se determina el grado de acidez de una MMC, se identifica la cantidad
de &cido contenido en ésta. Conocer esto permite comprobar posibles errores de
acidez o evaluar el pan para obtener la acidez correcta para evitar una reduccién
en la calidad. Para comprobar el valor de pH, se saca la muestra de la nevera
de microbiologia a 2°C y/o a 8°C, segun muestra. Se debe atemperar la muestra
para que no haya fluctuaciones en la medida. Tras ese tiempo de espera se
introduce la punta de mediciébn del pH-metro en la masa madre 2 cm

aproximadamente.

En la pantalla del instrumento se indica la medida de cada una de las
muestras estudiadas y la temperatura de la MMC. El pH-metro se ha de calibrar
siempre antes de realizar la medida, con tampones de pH 4 y pH 7. Antes de
cada una de las medidas se lleva a cabo un proceso de limpieza de la punta del

pH-metro, introduciéndose en agua destilada y a continuacion en alcohol etilico.

eCO. Revista Digital de Educacién y Formacion del Profesorado. N° 20, 2023.
ISSN 1697-9745



: ) EXPERIENCIA
MARQUEZ LEMA, A.: CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA DE LA MASA MADRE...

2.2.8. Andlisis microscoépico de la microbiota MMC

Para el analisis microscépico se seleccionaron aquellas colonias crecidas
en medio solido (SB o YEDP) que presentaron forma redonda, de aspecto
cremoso y color blanquecino coincidiendo con las especificaciones morfolégicas

descritas en la guia de referencia para levaduras (Madigan, 2009).

Se realizaron tinciones simples con azul de metileno al 1% de las colonias

aisladas que crecieron en el medio de cultivo para su observacién al microscopio.

3. Resultados
3.1 Consumo pan en adolescentes del IES Maimonides

El 55% de los encuestados fueron del sexo masculinos y el 45% femenino.
El 84% eran miembros de familias numerosas (3-5 familiares), y solo el 8% de
los encuestados tenia algin miembro de la familia alérgico o intolerante a algin

componente del pan.

El 77% de los encuestados consumia pan diariamente (durante la
merienda principalmente) y preferia el pan artesano, pero solo el 52% lo
compraba en panaderias especializadas y la mitad (50%) incluia el pan en su
desayuno. Aungue solo el 64% de los encuestados conoce lo que es la masa
madre, el aspecto mas importante considerado en el pan fue el sabor (42%),
seguido de la textura (29%) y la apariencia (13%). Por encima del olor, precio y

cercania de la panaderia al domicilio del encuestado/a.
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Asimismo, el 75% de los encuestados consume pan con gluten frente al

25% que consume pan sin gluten. Solo el 64% conoce lo que es la masa madre.

3.2 Recuento colonias en MMC analizadas

Tanto en condiciones aerdbicas como anaerdbicas, solamente se observo
el crecimiento de levaduras (microorganismos eucariotas) en las MMC (solida y
liquida) conservadas tanto a 2°C como a 8°C. Véase Unidades Formadoras de

Colonias por mililitro (UFC/ml) en el Gréfico n°1.

1) Resultados primer recuento realizado: las levaduras crecieron solamente en
la MMC liquida (6,7.106 UFC/mI a 8°C).

2) Resultados segundo recuento: se observé mayor crecimiento de levaduras
en MMC sdlidas y liquidas conservadas a 8°C que a 2°C. De esta manera, a
8°C se contabilizaron 3,2. 106 UFC/ml en MMC sélida frente a 7.106 UFC/ml
en la MMC liquida. Mientras que a 2°C en la MMC sélida se observaron 2,2.
106 UFC/ml frente a 3.106 UFC/ml en MMC liquida.

3) Resultados tercer recuento: en las MMC sdlidas el crecimiento fue mayor a
8°C que a 2°C (7,4. 106 UFC/ml frente a 5,2. 106 UFC/ml). Sin embargo, en
las MMC liquidas se observo un mayor crecimiento de levaduras a 2°C (212.
106 UFC/mI) que a 82 C (24. 106 UFC/ml), coincidiendo con la ruptura de la

cadena de frio el dia previo a la recogida de estas muestras.
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Grafico n°1- Crecimiento microbiano (levaduras) observado en las Masas
Madre de Cultivo (MMC sélidas y liquidas) conservadas a 2°C y 8°C de
temperatura. UFC/ml: Unidades Formadoras de Colonias por mililitro.

3.3 Valores pH obtenidos en MMC analizadas

La medida del pH de referencia la realiz6 el panadero al refrescar las
muestras de Masa Madre de Cultivo (MMC) sdlidas y liquidas que ibamos a
analizar en nuestro proyecto de investigacion. Estos valores de referencia se
tomaron el 24 de enero de 2023, y fueron de 4.10 en la MMC soliday 3.94 en la
MMC liquida, y el 11 de abril siendo 3.94 en la MMC sdlida y 3.78 en la MMC

liquida.

En la tabla n°4 se muestran los valores de pH obtenidos en las diferentes
MMC analizadas microbiologicamente en nuestro laboratorio desde el dia

siguiente a la primera medida tomada por el panadero.
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En general, no se observaron diferencias significativas entre el pH medido en las
muestras MMC solida (3.77 y 3.94) y MMC liquida (3.94 y 4) analizadas a 2°C y
8°C, respectivamente. Todas las muestras presentaron un pH < 4 (4cido),
delatando la presencia de acidos y por tanto de microorganismos procariotas

(bacterias) en las MMC analizadas.

VALOR pH MEDIDO EN MASAS MADRE CULTIVO
FECHA
MMC sélida | MMC liquida | MMC Sdlida | MMC liquida
a 2°C a 2°C a 8°C a 8°C
25/01/2023 - - 4,30 3,99
09/03/2023 3,72 3,92 3,89 3,68
13/04/2023 3,81 3,96 3,95 3,75

Tabla n°4. Medidas pH en muestras MMC soélidas y liquidas
analizadas en nuestro laboratorio

3.4. Visualizacion microbiota presente en MMC

Tras realizarse la tincién simple con azul de metileno al 1%, se ha
comprobado que son levaduras por su aspecto redondeado, tamafio, y porque

algunas de ellas se han encontrado en gemacion.

b)
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Imagen n°l. Visualizacibn macroscopica (a) y microscopica de
levaduras (b). A la izquierda colonias de levaduras crecidas en medio
YEDP. A la derecha, levaduras en gemacion (objetivo 40X; camara
Realme9 1/1,75)

4. Conclusiones

1) Podemos concluir que la poblacion de adolescentes del IES Maimonides
evaluados, aprecia las propiedades organolépticas del pan artesano, a pesar de
desconocer las propiedades nutricionales de este pan. Incluir el pan artesano en
el desayuno puede ser una excelente manera de comenzar el dia con una
comida saludable y satisfactoria para estos adolescentes.

2) La acidez de la MMC evaluadas oscilaron entre 3.68 a 4.30 encontrandose
dentro del rango descrito por Rupesh & Shraddha (2011) para las masas madres
elaboradas con harina de trigo y cuya fermentacion condiciona la actividad de
las levaduras, la accion amiolitica y la actividad de la flora contaminante.

3) Aunque no se observd crecimiento bacteriano (microorganismos procariotas) en
las MMC soélida y liquida, la acidez observada en estas MMC y las caracteristicas
organolépticas del pan resultante, delataria la poca presencia de bacterias BAL
en estas masas acidas, coincidiendo los resultados obtenidos por Gobetti et al.

(2013) para Lactobacillus sanfranciscensis a pH menor de 4.

4) Se observo mayor crecimiento de levaduras en la MMC liquida que en la MMC
solida.
5) El factor temperatura influye en el crecimiento de las levaduras, ya que se

observo un mayor crecimiento a 8°C que a 2°C.

6) Es importante controlar la cadena de frio en la conservacion de las MMC solidas
y liquidas preferiblemente a 2°C, para no alterar las propiedades organolépticas
de los productos panaderos resultantes. Ademas, se ha observado que la MMC

liquida se ve més afectada que la MMC solida por el cambio de temperatura.
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7 Atendiendo a los resultados obtenidos, podemaos concluir que al comienzo de la
fermentacion el pH se mantiene constante. En la fase intermedia, la acidez
observada aumenta debido a la accidn de las levaduras y durante la etapa final,
las levaduras desaparecen y la acidez titulable y el pH dependen de las BAL del
sistema. Las levaduras presentes en la masa madre no se ven practicamente
afectadas por la presencia de &cido lactico, sin embargo, si por el &cido acético
en el producto final.

8) El presente trabajo de investigacion supone el punto de partida en la
investigacion de las MMC analizadas y su relacibn con las propiedades
organolépticas observadas por nuestro panadero de referencia en el pan

artesano resultante.
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