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Estandarizacién de la fabricaciéon industrial de la masa madre viva

1. RESUMEN
Las nuevas tendencias en panificacion exigen productos cada vez méas saludables,
manteniendo la calidad organoléptica artesana. En este punto, cobran importancia las
masas madres, cuya produccion industrial garantizard la homogeneidad y
reproducibilidad del producto. Este trabajo comprende la estandarizacién del proceso
de produccion industrial de masa madre de trigo duro elaborada a partir de levaduras y
bacterias acido-lacticas homo y heterofermentativas, dentro de la cual se incluyen el
mantenimiento de las instalaciones y el acondicionamiento del producto. El seguimiento
flsicoquimico y microbiolégico de forma continua nos permite la deteccion del punto final
del proceso fermentativo en el momento en que estos parametros se estabilizan a lo
largo del tiempo. De esta forma, queda garantizada la calidad y la seguridad del producto

en cuestion.

ABSTRACT

New trends on bakery are demanding incresingly healthy products maintaining the
tradicional organoleptic product quality. At this point, the sourdoughs, whose industrial
production will guarantee the homogeneity and reproducibility of this product, gain
importance. In this project covers the standarization of the industrial production of durum
wheat sourdough prepared from yeasts and acid-lactic homo and heterofermentative
bacterias, within which included the maintenance of production plant and product
conditioning. Continuous physico-chemical and microbiological monitoring allows us to
find the end point of the fermenting process once that parameters have been stabilized

over time. In that way, the product quality and security are been ensured.
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2. INTRODUCCION

Los alimentos a base de cereales son unos de los mas interesantes por su contenido en
acidos fendlicos y carotenoides y por sus efectos antioxidantes (Antognoni, F. et al.,
2019). No obstante, para conseguir la forma en la que normalmente los consumimos,
los cereales sufren un proceso de transformacion, siendo la elaboracién de pan a partir
de granos de trigo blando (Tritucum aestivum L.), una de las mas imprescindibles de
nuestro dia a dia. Aunque la técnica haya variado a lo largo de la historia, la importancia
de este producto ha sido reconocida globalmente, llegadndose a considerar un alimento
esencial en la dieta (Dewettinck, K. et al., 2008).

Los ingredientes necesarios para la elaboracion del pan son harina de cereales, agua,
levadura y sal. A esta mezcla pueden afadirse otros ingredientes funcionales que
ayuden a mejorar el proceso de produccién o incrementen el valor nutricional
(Dewettinck, K. et al., 2008), asi como algin aditivo o coadyuvante tecnol6gico que
mejore las caracteristicas sensoriales del producto (Gil, A.; Serra, L. 2010). Lo mas
comun es utilizar mezclas de aditivos con diferentes funciones tecnolégicas, englobadas
dentro de un producto conocido como “mejorante” que contiene principalmente enzimas,
emulgentes, (estabilizadores de la masa, como CSL (E-482), SSL (E-481), DATEM (E-
472), o lecitinas (E-322)) y oxidantes (acido ascérbico (E-300)). También es frecuente

el uso de propionato calcico (E-282) como conservante (BOE, RD 308/2019).

Conseguir unas caracteristicas organolépticas 6ptimas depende de factores como la
naturaleza de las materias primas, los tiempos de amasado y reposo, y las condiciones
ambientales; asi como un pan de elevada calidad serd aguel que presente un bajo indice
glicémico, con una importante fuente de proteinas, fibra, vitaminas, minerales como el
magnesio, y antioxidantes (Dewettinck, K. et al., 2008); el problema es que algunos
tratamientos tecnoldgicos pueden afectar a la composicion original de los granos,

llegando a modificar el contenido fitoquimico (Antognoni, F. et al., 2019).

Una alternativa nutricional puede ser el pan elaborado a partir de harina de trigo integral
gue, con respecto al pan blanco, presenta niveles superiores de dichos componentes y,
por tanto, su consumo reduce el riesgo de padecer enfermedades crénicas como la
diabetes, el cancer o la obesidad, asi como enfermedades cardiovasculares (Tebben,
L.; Shen, Y.; Li, Y. 2018).

Sin embargo, la produccién de panes integrales requiere de un mayor nidmero de
transformaciones frente al pan tradicional, por lo que el uso de aditivos se ha convertido

en una practica comuan en la industria de panificacion (Tebben, L.; Shen, Y.; Li, Y. 2018).

Virginia Izquierdo Velasco 2
Master en Calidad, Desarrollo e Innovacién de alimentos



Estandarizacién de la fabricaciéon industrial de la masa madre viva

En contraposicion, la demanda de alimentos con menos calorias, mayor contenido en
fibra, menos sal, y un reducido nimero de aditivos, resulta cada vez mas frecuente
(Dewettinck, K. et al., 2008), por lo que hoy en dia el interés por el uso de masas madre

se encuentra en continuo crecimiento.

2.1. Masas madres

La elaboracién de las masas madre es una practica que se remonta a la antigliedad, y
consiste en un cultivo simbiotico de levaduras y bacterias acido-lacticas (BAL) en un
medio a base de cereal (Antoja, F. J. 2015). Estas, se adicionan a una masa panaria
elaborada previamente y se someten a una operacion de fermentacion durante varias
horas obteniendo valores de pH inferiores a 4.2 (BOE, RD 308/2019), por accion de las
BAL.

Las masas madre, modifican las propiedades de desarrollo de la masa (Gil, A.; Serra,
L. 2010), y proporcionan ciertas caracteristicas al pan como volumen, textura y sabor.
En cuanto al aspecto nutricional, mejora la digestibilidad, incrementa el contenido
fendlico total, la actividad antioxidante y la biodisponibilidad de los nutrientes (Winters,
M. et al., 2019). Ademas, previenen el deterioro microbiano, reduciendo asi la necesidad

de uso de conservadores quimicos y otros aditivos (Martorana, A. et al., 2018).

La mejora organoléptica depende de la naturaleza de la microbiota, mezcla de levaduras
y BAL, en proporcion 1:100 (Vogel, R.; Knorr, R.; Muller, M. 1999), sin embargo, es dificil
garantizar la homogeneidad ya que se ve influenciada por varios factores entre los que
se incluyen las materias primas utilizadas o las condiciones de incubacion durante el
proceso de fermentacion (Martorana, A. et al., 2018), que desencadenaran el
crecimiento selectivo de los diferentes microorganismos presentes en la masa final (Gil,
A.; Serra, L. 2010), por lo que el desarrollo industrial de estos cultivos es esencial para
garantizar las condiciones de reproducibilidad y permitir al panadero ahorrar en tiempo

y mano de obra.

La produccién industrial de las masas madre comienza con el inicio de la actividad
enzimatica de las enzimas enddgenas de la harina de cereal sobre el almidon,
degradandolo y dando lugar a los azucares fermentables (maltosa, glucosa y fructosa),
gue sirven de alimento a las bacterias acido-lacticas.

Paralelamente, se inicia la actividad proteolitica de las enzimas producidas durante la
fermentacién lactica que, junto con la acidez inducida por las bacterias, provocan la
solubilizacién del gluten y proporcionan el pH éptimo de actuacién de las proteasas de
los cereales (Garrido, M. 2020).
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Las masas madre comerciales pueden clasificarse en los siguientes grupos (Gil, A;
Serra, L. 2010):

- Starters (cultivos iniciadores): mezcla de microorganismos vivos (levaduras
seleccionadas y bacterias homo y/o heterofermentativas) listos para adicionar a
la harina. Al tratarse de cepas puras, garantizan la regularidad y estabilidad.

- Masas madre vivas: masas madre biolégicamente activas en forma liquida, lo
gue facilita su integracion con el resto de los componentes.

- Masas madre desvitalizadas: la actividad de sus microorganismos se encuentra
“pausada’ y por tanto, no tienen capacidad fermentativa, pero si son capaces de
proporcionar acidez y aromas a la masa. La ventaja es que tienen una mayor

vida util. Se comercializan tanto en forma liquida como en sélida.

2.1.1. Bacterias acido-lacticas.

Quizas lo mas caracteristico de las masas madre sean las bacterias acido-lacticas, un
conjunto de bacterias anaerobias facultativas de pared Gram-positiva (Parra, R. A.
2010).

Las BAL pertenecen a la familia taxon6mica phylum Firmicutes, que comprende
alrededor de 20 géneros, entre los que destaca Lactobacillus, por su gran tamafio
(Parra, R. A. 2010). Dentro de este género, de las masas madre se han extraido
mayoritariamente especies como L. plantarum, L. brevis, L, crispatus, L. sanfrancensis,
L. ponds, aunque también se han detectado otros géneros como Leucnostoc sp. y
Streptococcus sp. (Gil, A.; Serra, L. 2010).

El crecimiento de las BAL requiere de nutrientes, aminoacidos, vitaminas del grupo B, y
carbohidratos fermentables para producir lactato y en ciertas ocasiones, otros
subproductos como acetato, etanol, CO,, formiato o succinato (Parra, R. A. 2010), por
lo que podemos diferenciar entre:

- Bacterias homofermentativas: siguen la ruta Embden-Meyerhoff-Parnas,

mediante la cual convierten una molécula de glucosa en dos de &cido lactico.

CeH1,0¢ ———>  2C3Hg0,
Ecuacion 1. Fermentacion homolactica

- Bacterias heterofermentativas: producen cantidades equimoleculares de acido

lactico, CO,, acido acético y/o etanol.

ATP

N

CHLOs —="» CHO; + CHsOH + CO,!

Ecuacion 2. Fermentacion heterolactica
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La mezcla de acidos lactico y acético confiere a la masa determinadas caracteristicas
sensoriales a destacar frente a las obtenidas por las BAL homofermentativas. Ademas,
generan CO; que incrementara posteriormente, el volumen del pan, o incluso pueda
llegar a transformarse en acido acético gracias a la presencia de las acetobacterias
(Antoja, F. J. 2015).

El control del contenido en acido acético y lactico es importante, pero mas lo es su
relacion, conocida como “cociente de fermentacion”. Un contenido en &cido acético bajo
da un alto cociente de fermentacion y un sabor suave, mientras que un bajo cociente de
fermentacién proporciona un sabor fuerte y acido.

En las masas de trigo de larga fermentacion, el contenido en acido-lactico es de entre
600 y 800 mg /100 g de masa madre, mientras que el del acido acético se encuentra en
torno a 80-100 mg /100 g (Antoja, F. J. 2015).

Algo realmente interesante de algunas BAL es que pueden considerarse organismos
probitticos (Da Min, P. 2019), capaces de incrementar los niveles de compuestos
bioactivos (antioxidantes, anticancerigenos, o péptidos antiinflamatorios, acido v-
butirico), y fitoquimicos minimizando asi el crecimiento patégeno, aliviando los efectos
provocados por la intolerancia a la lactosa y las consecuencias de la diarrea,
preservando las mucosas y reduciendo el nivel de colesterol (Da Min, P. 2019), asi como
incrementando la bio-accesibilidad de los nutrientes y carotenoides, detectdndose altas
concentraciones de lutenina y zeaxantina en masas enriquecidas con L. plantarum, a
diferencia de lo que ocurre en masas enriquecidas con otras BAL (Antognoni, F. et al.,
2019).

Algunas de estas propiedades, sin embargo, podrian verse minimizadas a lo largo del
proceso de panificacion. En concreto, su actividad inmunomodulatoria, se mantiene

incluso con la inactivaciéon de la actividad microbiana (Da Min, P. 2019).

Por otra parte, ciertos Lactobacillus, son capaces de producir aminas biégenas (Da Min,
P. 2019), como histamina, triamina y cadaverina. No obstante, diversos estudios
descartan esta posibilidad en BAL utilizadas en panificacion, como es L. plantarum, ya
gue carece de los genes precursores de estos componentes (Da Min, P. 2019), por lo
gue son considerados como GRAS, (Generally Reconized As Safe) (Figueroa-
Gonzalez, I. 2011).

En cuanto a las caracteristicas funcionales, estas bacterias proporcionan una rapida
fermentaciéon e influyen sobre el metabolismo de las levaduras, provocando la
acidificacion de las masas tras las primeras horas de fermentacion debido a la

produccion de acidos orgénicos, que actian favorablemente sobre la estructura del pan,
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demostrando tener un positivo efecto sobre el gluten y el almidon, ademas de inhibir la
capacidad de actuacion de las amilasas enddgenas y retardar el envejecimiento del pan
durante el periodo de almacenamiento, protegiéndolo frente al deterioro causado por
bacterias y hongos. También consiguen aumentar la capacidad de retencién de gas y
agua en el interior de las masas (Martorana, A. et al., 2018).

La mayoria de las cepas de BAL estudiadas, muestran una tolerancia de, al menos, un
1.31% de NaCl en la formula del pan, cantidad maxima legalmente permitida, (BOE, RD
308/2019). EI NaCl, ademas del efecto potenciador del sabor que provoca sobre el pan,
actua sobre el gluten y sobre la actividad de las amilasas favoreciendo la produccién de
maltosa e influyendo en la capacidad fermentativa de los microorganismos. La falta de
sal provocaria una rapida producciéon de CO; ocasionando un deterioro de la estructura

del producto (Martorana, A. et al., 2018).

Ciertas bacterias acido-lacticas, ademas, son capaces de producir otros metabolitos
como son los exopolisacaridos (EPS), con actividad metabdlica sobre proteinas,
azucares y lipidos, lo que se traduce en funciones tecnolégicas sobre la textura, la
reologia, el sabor, o la percepcién sensorial del producto. Presentan propiedades
gelificantes, emulsionantes, o estabilizantes (Parra, R. A. 2010) pudiendo sustituir a
ciertos aditivos afadidos, lo que convertiria al pan en un producto de “etiqueta limpia”
(Martorana, A. et al., 2018).

Otros factores como mayores tiempos de amasado y reposo de las bacterias acido-
lacticas, asi como factores ambientales (temperatura y pH de actuacion), influyen
favorablemente en la liberacion de aromas (Garrido, M. 2020). Sabores mas agrios
caracterizan los panes que incluyen bacterias L. plantarum en su formulacién (Winters,
M. et al., 2019).

Un aspecto mas a valorar es el efecto sinérgico de la coexistencia de varias cepas de
levaduras y bacterias, ya que resulta el mejor efecto en cuanto al volumen del pan se
refiere (Ledn, P. et al., 2006). Un starter tipico contiene entre 10’ y 10 UFC /g de
bacterias lacticas y 10°-4-10°% UFC /g de levaduras, lo cual deja pocas posibilidades al

crecimiento de flora contaminante en la masa madre (Antoja, F. J. 2015).

2.1.2. Levaduras.
Las levaduras son otros de los microorganismos caracteristicos de las masas madre.
De ellas, se han aislado géneros como S. cerevisae, S. exiguus, Torulopsis holmii,
Candida krusei, Pichia norvegensis y Hansenula anomala (Leén, P. et al., 2006), siendo

Saccharomyces cerevisiae la especie predominante en estos ecosistemas (Yang, H. et
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al,. 2020). Comprenden una amplia diversidad de cepas que afectan de manera
diferente al desarrollo de la masa (Martorana, A. et al., 2018), por lo que es importante
su correcta seleccion en base a las caracteristicas que se deseen conseguir.

No obstante, al tratarse de microorganismos que se encuentran presentes en el
ambiente, a veces, no resulta necesario la adicion forzada de levadura a las masas
madre (Antoja, F. J. 2015). Por otra parte, la mezcla de varios géneros de levadura
provoca un mayor efecto en el volumen del pan que aquellas que emplean
combinaciones de los géneros L. plantarum y L. brevis (1:1), sin levadura (Leén, P. et
al., 2006).

Este tipo de levaduras, denominadas “levaduras salvajes”, no tienen la misma
funcionalidad en las masas panarias que las levaduras homoénimas cultivadas
industrialmente (Antoja, F. J. 2015). Toleran el medio acido (pueden crecer en presencia
de acido acético) (Martorana, A. et al., 2018), son menos productoras de gas y algunas

son capaces de fermentar la maltosa (Antoja, F. J. 2015).

Aunque la principal contribucién de la levadura es su capacidad leudante, produciendo
COqg, etanol, glicerol y acido pirdvico en etapas tempranas de la fermentaciéon (Yang, H.
et al., 2020), esta puede verse afectada por la presencia de los acidos organicos no
disociados. El acido acético inhibe la actividad de las levaduras en mayor grado que el
acido lactico, contrariamente, el alcohol producido por las levaduras reduce la
produccion de las bacterias lacticas (Antoja, F. J. 2015). Ademas, existe una
competencia por los nutrientes presentes en la masa, sin embargo, la asociacion BAL-
levaduras puede resultar simbidtica en ciertas ocasiones. Las cepas de levadura
dominantes en las masas madre son incapaces de fermentar la maltosa a bajos niveles
de pH y crecen a costa de la glucosa que puedan fabricar las BAL heterofermentativas
en tales condiciones, como resultado de la actuacion de sus enzimas sobre ciertos

disacaridos, como la sacarosa (Antoja, F. J. 2015).

En cualquier caso, el factor mas limitante de la actividad enzimatica y como
consecuencia, de la capacidad fermentativa, es la harina, que varia en funcién de su
grado de extraccion. Esto también se relaciona con la acidificacion de la masa y el
contenido de compuestos volatiles. Un mayor contenido en cenizas aumenta la actividad
metabdlica y con ello la produccién de acidos, aminoacidos y compuestos volatiles
(Antoja, F. J. 2015).
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También, las levaduras juegan un papel importante en la produccién de aromas. Entre
20 °C y 25 °C (Antoja, F. J. 2015) son capaces de producir un amplio rango de
compuestos volatiles como alcoholes, aldehidos, cetonas y ésteres (Yang, H. et al.,
2020). En concreto, los panes elaborados con levaduras del género S. cerevisiae se
caracterizan por proporcionar sabores afrutados y ser los preferidos entre los
consumidores (Yang, H. et al., 2020).
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3. OBJETIVOS
Desde hace poco mas de un afo, la fbrica de levadura vallisoletana ha apostado por
la produccion industrial de masas madre destinando dentro de sus instalaciones, una

planta a tal objetivo.

La amplia diversidad que comprende la naturaleza de las masas madre, en cuanto a su
composicion quimica y biolégica, hace que un saber hacer en fermentacion se plasme
en el desarrollo del producto y resulte necesaria la estandarizacion y optimizacion del
procedimiento productivo.

Objetivos del proyecto:

Estandarizar el proceso de limpieza de la instalacion dedicada a la produccion

de masas madre.

- Estandarizar el proceso de produccion industrial de masa madre de trigo duro.

- Disefar gréficos que permitan el control fisicoquimico de los préximos ciclos
fermentativos de masa madre de trigo duro y de forma indirecta, ayuden a
mantener el control microbiano.

- Verificar el punto final del proceso fermentativo.

- Comparar la capacidad fermentativa de starters de la especie L. plantarum,
(adquiridos a diferentes proveedores (A y B)), a lo largo de un ciclo de
produccion.

- Establecer las diferencias existentes entre ciclos productivos de masas madre

de igual formulacion pero distinto grado de humedad.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Materiales y equipos:

4.1.1. Instalacion

La instalacién destinada a la produccion de masas madre en Lesaffre Ibérica S.A.,
comprende un circuito cerrado que consta de tres lineas: “Linea de mezcla”, “Linea
retorno CIP” y “Linea de carga”, conectadas entre si por medio del manifold. La salida
por la linea de mezcla comunica con la bomba mezcladora, que da entrada a los
ingredientes afiadidos en formato polvo por las tolvas, finalizando el ciclo en el
fermentador (DMM). Ademds, el sistema de tuberias se encuentra vinculado a un
depdsito de limpieza (CIP MM), a través de una cuarta linea, “Linea de limpieza”.

? LINEA DE MEZCLA X
|
LINEA RETORNO CIP|
1} !m $
. 1
b4 D
T CIP MM
T, LT

{ "/ — z l
)Z —Xr/ (1 rexs 2.(

[

_Tolval | Tolva 2,
. Y Tangue

N/ N Bomba mezcladora
{ y

raNAYA A

LINEA DE CARGA

“h Manifold T

N S S

1
CIp CIP CIP CIP
NaOH HNOs3 NaClO  AguaRec
LINEA DE LIMPIEZA] ) =~ ;l —] _*
Je—t—= <l
T
Leyenda:

m Llave de paso Agua de Proceso @ Intercambiador de calor P ko WIS

DMM, Depésito de Masas Madre
Bemba con regulador de flujo P

m Llave de paso Agua de Glicolada
CIP MM CIP Masas Madre

Llave de paso NaOH @) Bola de limpieza s Agitador

. . 74 V4 P
<] valvulasimple |I:| Vialvula de tres vias Manguera de doble pesicion
T Vélvula reguladora i . ., ™Y Transmisor de temperatura y velumen
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Figura 1. Dlagrama de flujo de la instalacion destinada a la produccion de masas madre.
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Componentes principales de la instalacion:

Depdsito Masa Madre (DMM), fermentador con encamisado de refrigeracion
provisto de un agitador.

Depdsito CIP Masa Madre (CIP MM), con regulador de temperatura.

Bomba mezcladora, con manémetro y sensor de temperatura incorporados.
Manifold, sistema de valvulas de tres vias que controlan el paso de solucién por
una u otra linea en base a las necesidades requeridas.

Tolvas de diferentes diametros de dosificacion.

Bascula, Bizerba MCE.

4.1.2. Materias primas para el proceso productivo

Agua clorada (1.0-1.5 ppm).

Harina de trigo duro.

Harina de trigo malteada diastasica.

Extracto de levadura en polvo.

Starters liofilizados homo y heterofermentativos: Lactobacillus plantarum y
Lactobacillus brevis.

Levadura seca, Saccharomyces cerevisiae, cepa panadera.

4.1.3. Reactivos quimicos

Hidroxido sédico, 0.1M.

Kit Checker, (Hanna instruments) con DPD y KI, para la determinacién del cloro
total en agua de proceso.

Acetato de sodio.

Cloruro potasico.

Aditivo espesante: goma xantana.

4.1.4. Equipos de laboratorio

Agitador magnético y barras agitadoras.

Balanza analitica de precision, Gram FS.

pHmetro Crison, modelo Basic 20.

Viscosimetro rotatorio, Brookfield DVII+

Titulador de acidez, Tritoline 5000.

Cromatégrafo de liquidos, ACQUITY UPLC H-Class, equipado con una columna
AQUITY BEH Amide, y un detector de indice de refraccién, ACQUITY Refractive.
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4.1.5. Medios de cultivo

- Rojo Billis (RB), analisis de Coliformes Totales.

- Agar Rapid E. coli (REC), analisis de Coliformes Fecales y E. coli.

- Man Rogosa y Sharpe, (MRS), analisis de bacterias lacticas.

- Agar Cloranfenicol (Agar YGC) con Nistatina, deteccion de levaduras y mohos.

- Caldos de cultivo para la deteccion de Salmonella, (selenito, tetrationato, ASAP,
XLD).

4.1.6. Software
Paguete Office 365.
Statgraphics Centurion XVII.

Dia Diagram Editor.

4.2. Métodos:
4.2.1. Analisis fisicoquimicos

Medida de la concentracion de cloro en el agua de proceso.

La concentracion de cloro en disolucibn es determinada por andlisis
espectrofotométrico. La adicion de N, N-dietil-fenil-diamina, (DPD) a una muestra de
agua clorada dara lugar a una tonalidad rojiza, por reaccién de esta con el cloro activo
presente en la misma, siempre que el pH oscile entre 6.2 y 6.5. Para evitar interferencias
analiticas, se afiade sobre la misma muestra yoduro potasico (KI), con lo que se
consigue eliminar el cloro combinado. Este analisis se realiza con un kit preparado y un

lector espectrofotométrico portatil.

- Medida de acidez

El nivel de acidez puede medirse rdpidamente con un pHmetro de pecision decimal.

- Andlisis de ATT (Acidez Total Titulable)

Este andlisis cuantifica el nivel de acidos totales presentes en disolucion, expresado
como los mL de NaOH 0.1 M necesarios para llevar a pH 8.5, diez gramos de masa
madre, (BOE, RD 308/2019), aunque el Grupo Lesaffre mantiene el estandar en un pH
de 6.6. que sera el tomado como referencia en los resultados de este trabajo.

La concentracion de acidos organicos se determina potenciométricamente gracias a un
electrodo de vidrio y viene dada por la relacion E-V (Potencial-Volumen), alcanzandose
el punto final de la valoracién al pH establecido. El titulador nos indicara de forma

automatica el volumen de NaOH consumido una vez alcanzado el estandar de pH.
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4.2.2. Analisis microbiolégicos
Los microorganismos indeseados aparecen, bien por una contaminacién accidental
originada por malas condiciones higiénicas, o bien por un desarrollo incorrecto de los
parametros del proceso. La acidez insuficiente puede llegar a producir coliformes,
mientras que, si la contaminacion tiene origen ambiental, sobre la capa superficial de la

masa madre pueden desarrollarse mohos, capaces de esporular, (Antoja, F. J. 2015).
Recuento de microorganismos en masas madre:

- Cuantificacién de coliformes totales (CT).
La incubacion de los microorganismos tiene lugar durante 24 horas, a 30 °C y en un
medio de RB.

- Cuantificacion de coliformes fecales (CFX) y E. coli (EC).
Ambos tipos de coliformes se incuban durante 24 horas a 44 °C y en un medio REC,
medio cromogénico selectivo que detecta de forma simultanea dos enzimas, B-D-
glucoronidasa y B-D-galactosidasa, cuyos subtipos se combinaran dando lugar a la

aparicion de colonias caracteristicas de los CFX o bien, propias de los EC.

- Cuantificacion de bacterias lacticas.
El medio de cultivo MRS, proporciona los nutrientes necesarios para el crecimiento de
bacterias acido-lacticas, (Lactobacillus, entre otros). La incubacion de tales bacterias se

lleva a cabo durante 72 horas a 30 °C.

- Cuantificacion de levaduras y mohos.
Las levaduras y los mohos pertenecen al mismo reino dentro de la clasificacion
taxondmica. Es por esto por lo que son capaces de crecer en el mismo medio de cultivo,
como lo es el Agar YGC.
La incubacién de levaduras tiene lugar durante 72 horas a 30 °C, mientras que la
incubacién de mohos se prolonga hasta los 5 dias a 26 °C en combinaciéon con el

antibiotico Nistatina, capaz de inhibir el crecimiento de levaduras.

- Deteccion de Salmonella.
La contaminacién del producto por Salmonella no es algo esperado en masas madres,
aun asi, se requiere de un control mensual por la posible contaminacién de las harinas
gue contienen. El andlisis consta de tres etapas:
- Pre-enriguecimiento en Selenito (incubacion a 42 °C durante 24 horas), y
Tetrationato (incubacion a 37 °C durante 24 horas).
- Enriguecimiento en ASAP y XLD a 37 °C durante 24 horas. La formacion de
colonias rosas y negras con halo amarillo, respectivamente, podrian resultar
ser consecuencia de la presencia de Salmonella en el producto.

- Confirmacioén con un sistema API.

Virginia Izquierdo Velasco 13
Master en Calidad, Desarrollo e Innovacién de alimentos



Estandarizacién de la fabricaciéon industrial de la masa madre viva

5. RESULTADOS Y DISCUSION
La masa madre aun es un producto en desarrollo en la empresa en la que se ha
desarrollado este TFM, por consiguiente, el proceso productivo se encuentra
semiautomatizado y requiere de las acciones de un operario, quien, a través de un
programa informatico, pondra en marcha el sistema de valvulas, bombas y

fermentadores.

Algo esencial en su produccién es el correcto mantenimiento de la instalacion, ya que

evitard posibles contaminaciones del producto.

5.1. Limpieza de la instalacién

Esta operacion se llevara a cabo tras su utilizaciéon y siempre que hayan transcurrido un

numero de horas superior a 8 sin haber sido usada.

La higienizacion es un proceso automatizado que se consigue gracias al sistema de
limpieza “in situ” CIP (Clean in Place). Consiste en recircular la solucién de limpieza a
través de los componentes de la linea de proceso bajo determinadas condiciones de
tiempo, temperatura, concentracion y accion mecanica (Ryther, R. 2014), de manera

gue se realice una limpieza completa sin necesidad de desmontar ningdn equipo.

Al tratarse de un circuito cerrado se pueden recuperar las soluciones empleadas con el
fin de utilizarlas en limpiezas posteriores. El conductivimetro es un equipo esencial para
el proceso de recuperacion, ya que, a un nivel prefijado de conductividad, el sistema

aceptara o no, la recuperacion de la solucion.

La fabrica de levadura cuenta con cuatro depdsitos (CIPs fabrica), que contienen
diferentes soluciones de limpieza (SL): sosa caustica al 1.7 %, &cido nitrico al 1.5 %,
hipoclorito sédico (60 ppm) y agua recuperada (que contiene restos de las soluciones
anteriores) utilizada para realizar los primeros arrastres tras el proceso de produccion.
Cada uno de ellos posee una valvula para toma de muestra, un indicador de nivel, un
medidor de conductividad y en el caso del depdsito de sosa, un medidor y controlador

de temperatura.

El tanque CIP del taller de masas madre es independiente a la instalacién de levadura
y la SL es impulsada desde el CIP correspondiente de fabrica, al que nunca podra
retornar. Esto es debido a que la elaboracién de masa madre requiere el uso de harinas
de cereales, que como las de trigo, contienen gluten. De la misma manera, los operarios
estan provistos de EPIs especiales para esta zona, con el fin de evitar cualquier tipo de

contaminacioén cruzada en las instalaciones de levadura, puesto que son “gluten free”.
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El deposito CIP presenta un sistema de calentamiento y un volumen minimo de
actuacion. Si el deposito se encuentra totalmente vacio, la SL seréa impulsada desde
fabrica, mientras que, si se encuentra parcialmente lleno o el liquido no alcanza el nivel
minimo del tanque, este podra alimentarse accionando las llaves de paso de NaOH y
AP, que aportaran una mezcla de NaOH al 25.0 % y agua, en la proporcion adecuada
para conseguir los parametros de limpieza deseados.

La instalacién de masas madre se encuentra conectada a un software a través del cual
se inician los procesos de limpieza. En la pantalla de inicio aparece un listado en el que
se diferencian los programas de produccion de los programas de limpieza. Dentro de
estos ultimos, en “CIP Taller Masa Madre” se ajustan los parametros de tiempo,
temperatura, volumen de solucién de limpieza y velocidad de trabajo de las bombas en
funcion del tipo de limpieza a llevar a cabo. Para ello, el operario cuenta con un
documento (Anexo 1) en el que se describen tales condiciones. Seguidamente, se ajusta

el tipo de limpieza a realizar:

5.1.1. Limpieza completa
La limpieza completa comprende la totalidad del circuito, incluyendo el fermentador y la
bomba mezcladora.
Al ser un proceso automatizado, previo a su programacion se asegura que la totalidad
de las valvulas y bombas se encuentren en modo automatico y ninguna en “modo

defecto”.

Se valorara el tiempo transcurrido desde la Ultima limpieza efectuada. Si recientemente
se ha completado un ciclo y se ha realizado la limpieza de forma adecuada, bastari con
el uso de una solucion alcalina que disuelva los restos de materia organica que hubiesen
podido quedar retenidos a lo largo del circuito, como pueden ser proteinas, grasas y
azUcares. Para ello, se emplean soluciones de hidréxido sddico (NaOH), a una
concentracion del 1.7 % y a una temperatura de 80 °C. Se seleccionara entonces la

opcion “enjuague-sosa-enjuague”.

Por otra parte, un excesivo uso de las instalaciones podria ocasionar la acumulacion de
calcificaciones, las cuales pueden ser degradadas con una solucién de acido nitrico al
1.5 %, a temperatura ambiente. Se acciona en este caso, la opcién “enjuague-acido-

enjuague”. Esta operacion se lleva a cabo, al menos, una vez por semana.

Siguiendo el orden de programacion, se selecciona “sin agua inicial”, en el caso de que
se haya efectuado una limpieza recientemente, de lo contrario, nos ayudara a eliminar
la parte mas “gruesa” de la suciedad acumulada y “mantener solucion”, si esta se

necesitase posteriormente.
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A continuacion, se establecen los tiempos de paso de las SL (Anexo 1) y se seleccionan
las lineas de circulacion, en este caso, “Linea de mezcla” y “Linea retorno CIP” pasando
por el fermentador (DMM), la opcion de “Marcha bomba mezcladora”, se valida la

operacion y se acciona el sistema.

Automaticamente, el fermentador realiza un pre-enjuague con agua de proceso, en el
cual el agua es propulsada por la bola de limpieza, con la fuerza suficiente para limpiar
las paredes internas del depdésito y arrastrar los restos de producto que pudiese haber,
eliminandolos por la purga.

Seguidamente la solucion de limpieza es impulsada desde el depésito CIP MM, a través
del circuito de envio, hasta el fermentador por medio de la bola de limpieza. El
mecanismo de recirculacién se basa en la regulacion automéatica del flujo por las
valvulas. El volumen de SL en el interior del fermentador oscila entre los 60 Kg y los 200
Kg, de tal manera que, una vez alcanzado el volumen méximo, la valvula inferior del
tanque se abre dejando pasar el liquido por la Linea de mezcla, recirculando la solucién.
Cuando el fermentador se vacia por debajo del volumen minimo, la posicion de las
valvulas cambia, se cierra el paso a la Linea de mezcla y se abre la entrada al

fermentador, rellenandose de nuevo el deposito.

Una vez transcurrido el tiempo prefijado de paso de SL, la solucién retorna al tanque
CIP por la Linea retono CIP y la instalacion es nuevamente enjuagada con agua de

proceso.

Completado cada paso de solucion (ya sea paso de SL o AP), el sistema asegura su
efectividad abriendo, por un periodo breve, los asientos de las valvulas localizadas a lo
largo de las lineas implicadas, proceso conocido técnicamente como flip-flop (Ryther, R.
2014).

Finalmente, las valvulas de purga localizadas a lo largo del circuito se abren durante 5

minutos y el liquido sobrante cae al desague, lo cual se denomina “escurrido”.

Completado el procedimiento, el sistema se encuentra preparado para el inicio de un
nuevo ciclo productivo. Un cambio en el color de la pantalla (se torna de un tono mas

claro), verificara la finalizacién de este proceso.

5.1.2. Limpieza de fin de ciclo
Limpiar las instalaciones tras un ciclo productivo evitara su deterioro y la acumulacion

de microorganismos indeseados que puedan interferir en el proximo ciclo.

Previa a la programacién de una nueva limpieza completa, se tendrd en cuenta lo

siguiente:
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- Limpieza de la bomba mezcladora.
Un punto clave de limpieza son los tubos conectores de las tolvas con la bomba
mezcladora, en los que han podido quedar restos de polvo. Para tratar de eliminarlo al
maximo, se debera retirar el cierre clamp y limpiar su interior con la precaucién de no
introducir agua ya que podrian obstruirse en el préximo ciclo de produccién.
Otro elemento de especial interés es el “codo” de la bomba mezcladora, que conecta la
Linea de mezcla con la bomba. La suciedad incrustada en esta pieza puede eliminarse

con ayuda de una manguera de agua a presion.

“Zonas muertas” del manifold.
Ademas, resulta interesante realizar un enjuague “extra” con agua de proceso por
aquellas zonas del manifold de dificil acceso a la solucion de limpieza, consiguiendo asi

arrastrar la suciedad acumulada.

- Limpieza de la Linea de carga.
De igual manera que en la limpieza completa, se programara la limpieza de la Linea de

Carga, previo a la descarga del producto en el tanque.

5.2. Proceso productivo masa madre de trigo duro

Entre los diversos tipos de masa madre, la elaborada a base de harina de trigo duro es
una de las méas habituales en la empresa en la que desarrollé este trabajo fin de master,

por tanto, fue aquella en la que centramos el estudio.

Se trata de una masa madre conocida comercialmente con el nombre LVBD3000,
correspondiéndose con sus siglas en francés, (Levain Blé Dur, masa madre de trigo
duro) y se caracteriza por incluir en su formulacion starters del género Lactobacillus

plantarum, junto con levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae.

5.2.1. Preparacion de la instalacion
El proceso de elaboracion de la masa madre es un proceso semiautomatizado. Su
programacion ain no es posible y la maquinaria es accionada a través del software,
(tomando la precaucion de que la totalidad de las valvulas y bombas implicadas en el
proceso se encuentren en modo manual), mientras que la incorporaciéon de los

ingredientes al fermentador la realizara el operario manualmente.

5.2.2. Acondicionamiento del fermentador
El proceso se inicia con el llenado del fermentador con un pie de agua entre 33.5°C y
35.5 °C. Para ello, se abre la llave de paso de AP que conecta con un intercambiador

de calor, al que previamente se le ha prefijado dicha temperatura.
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Una vez alcanzada la temperatura y el volumen del liquido deseados en el interior del
tanque, se tomard una muestra del agua para analizar el nivel de cloro regulado en la
dosificacién, esperando obtener niveles de cloro libre entre 1.0 y 1.5 ppm, lo que

permitira mantener el control microbiano.

En este momento, el sistema se encuentra preparado para la adicién gradual de los
diferentes componentes a través de las tolvas que daran lugar al inicio de la
fermentaciéon. Para su correcta homogeneizacion, el liquido se mantiene en
recirculaciéon gracias al sistema de valvulas y bombas. En concreto, prima la actuacion
de la bomba mezcladora cuyo mecanismo propio de agitacion, a velocidad y presion
adecuadas, facilita la integraciéon de las materias primas en formato polvo en la mezcla.
La bomba mezcladora trabaja en condiciones de presién positiva mientras la mezcla se
encuentre recirculando. Al adicionar los ingredientes, aumenta su velocidad de agitacién
y disminuye la presion de trabajo, con el fin de asegurar una correcta integracion de los

componentes.

5.2.3. Adicion de los ingredientes
El primer aporte se realiza por la tolva 1 y se compone de una mezcla de harinas: harina
de trigo duro, harina malteada diastasica y extracto de levadura en polvo. Por acuerdos
de conficidencialidad con la empresa, se omiten las proporciones en las que los

ingredientes son aportados.

La harina de trigo malteada diastasica proporciona el conjunto de enzimas necesarias
para el incremento de la capacidad fermentativa, gracias a las cuales se consigue la
cantidad de azucares Optima para el desarrollo de la masa madre. El aporte de

oligoelementos y vitaminas, no obstante, es proporcionado por el extracto de levadura.

La premezcla se mantiene en recirculacién durante 15 minutos con la finalidad de

consumir el cloro residual que pueda quedar en la mezcla.

A continuacion, se incorpora el starter liofilizado, predisuleto en la mezcla de reaccién.
Para ello, se toma una muestra del fermentador y se disuelve el polvo liofilizado en la
misma obteniendo una mezcla perfectamente homogénea que se afiadira al

fermentador a través de la compuerta superior.

Una homogeneizaciéon de 30 minutos dara lugar a un pH ligeramente 4cido, en torno a

6.0, lo cual se comprueba con un pHmetro.

Los Lactobacillus homofermentativos, como es el caso de L. plantarum producen una

pequefia cantidad &cido acético, lo cual resulta insuficiente para la produccién de masas
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madre de calidad. Esto se solventa afiadiendo acetato de sodio, que en un medio &cido
reaccionara con los protones libres en disolucion dando lugar a &cido acético.

No obstante, el grupo Lesaffre se encuentra trabajando en la sustitucion de estos
microorganismos incorporando bacterias de tipo heterofermentativo, Lactobacillus
brevis, capaces de producir cantidades considerables de acido acético, lo cual se

aproximaria en mayor grado a un producto de “etiqueta limpia”.

Por la tolva 2 (de diametro inferior a la 1), junto con el acetato sddico se adiciona sal de

cloruro potasico.

De nuevo se espera a que los minerales se estabilicen durante 30 minutos.
Transcurridos los cuales, se controlara que el pH se encuentre préximo a los niveles de

la etapa anterior.

A continuacién, se afiade una segunda fraccion de harina de trigo duro, superior en peso
a la inicial, por la tolva 1, con lo que se concluye el aporte total de ingredientes
necesarios para la formacién de la masa, marcando el inicio de la fermentacion,

conocido como “tiempo 0”.

El producto que queda a lo largo de las tuberias a consecuencia de la recirculacion es
arrastrado con agua de proceso hacia el fermentador hasta alcanzar el volumen de

producto deseado. El exceso del mismo es drenado por las valvulas de purga.

5.2.4. Proceso fermentativo
La mezcla se mantendra en agitacion durante todo el proceso fermentativo, lo cual
evitara la decantacion de las harinas y favorecera la transmision térmica dentro de la
masa (Antoja, F. J. 2015). A lo largo de la fermentacion se iran produciendo los &cidos

responsables de la disminucién del pH del medio.

5.2.5. Caracteristicas aromaticas
Para conseguir el mayor desarrollo organoléptico, se afiade a la mezcla, por la
compuerta del fermentador, la cantidad necesaria de levadura seca, (cepa panadera de
S. cerevisiae), disuelta en agua destilada. De forma simbi6tica, bacterias 4cido-lacticas
y levaduras, incentivaran el desencadenamiento de compuestos aromaticos
carcateristicos. Estos microorganismos se afiaden a un pH inferior a 5.0, factor indicativo
de que la cantidad de &cidos organicos producidos por las BAL comienza a ser elevada.
El hecho de afiadir la levadura en este punto y no al inicio de la fermentacion, evitara la

competencia microbiana frente a las bacterias acido-lacticas por los azucares presentes
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en la harina, en la que primarian las levaduras y como consecuencia, la produccion de
acidos se veria reducida. La actividad de la levadura también puede verse condicionada
por la presencia de sales en el medio.

5.2.6. Acondicionamiento del producto
Por dltimo, con el fin de evitar la decantacion de las harinas durante el
acondicionamiento del producto, se adiciona goma xantana, que absorbera el exceso
de agua provocando un aumento de la viscosidad de la masa. Para conseguir una
mezcla homogénea, se debe imponer de nuevo el sistema de recirculaciébn con una

velocidad superior abriendo, a través del software, las valvulas pertinentes.

Aprovechando la estabilidad térmica del hidrocoloide, previo a su adicién, se
acondiciona la mezcla a unos 10 °C. De esta manera, nos acercamos a las condiciones

de almacenamiento.

El aditivo se afiade por la tolva 2 y la mezcla se mantiene en recirculacion durante 40
minutos, con el fin de alcanzar un valor de viscosidad 6ptimo. Es aqui donde interfieren

los iones de Na* contribuyendo positivamente a la formacion del gel.

Superado este tiempo, se detiene la recirculacion y con ayuda de agua de proceso se
recupera el producto que hubiese podido quedar retenido a lo largo del circuito,

drenando el exceso por las valvulas de purga.

5.2.7. Control del proceso productivo
El principal parametro de seguimiento del proceso de elaboracién de masas madre es
el indice de acidez, el cual se cuantifica como nivel de pH o ATT. La medida de pH se
lleva a cabo con una periodicidad de 60 minutos durante las primeras horas, hasta
alcanzar el pH 6ptimo de adicién de la levadura. Transcurrido este tiempo, se repetira la
medicion cada 8 horas hasta completar el proceso fermentativo. No obstante, el primer
control de ATT relevante es el realizado pasadas las primeras 8 horas de fermentacion,
puesto que el contenido en acidos organicos ya sera considerable. Posteriormente, se

realizaran controles cada 8 horas hasta el final del ciclo.

Aunque la estandarizacion se haya realizado Onicamente sobre masa madre
LVDB3000, la empresa nos proporciond los datos necesarios para el estudio del perfil
fermentativo de masas madre de idéntica formulacion pero, elaboradas con un starter

adquirido a un segundo proveedor, proveedor B, asi como de masas madre de formato
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més diluido (LVDB3000diluida, elaboradas con starters tanto del proveedor A, como del

B), con un porcentaje de harina reducido a la mitad con respecto al primer formato.

Un proceso fermentativo bajo control sera aquel en el que los valores de acidez a lo
largo de un ciclo productivo se encuentren dentro de los limites establecidos como
resultado de la recopilaciéon de los datos obtenidos en ciclos anteriores.

En las tablas 1y 2, se presentan los datos promedios de medidas de pH y ATT tomadas
a diferentes tiempos de fermentacion a lo largo de al menos, tres ciclos productivos de
masas madre LVDB3000 y LVDB3000diluida.

Tabla 1. Datos para la construccion de gréaficos de control de un ciclo productivo de masas madre
de trigo duro elaboradas con starters del proveedor A. LCS, (Limite de Control Superior); LCI, (Limite
de Control Inferior); ATT, (Acidez Total Titulable).

LVDB3000 LVDB3000diluida

t (h) pH ATT pH ATT

LCS | pH LCI | LCS | ATT | LCI | LCS | pH | LCI | LCS | ATT | LCI
0 | 6.24 | 6.10 | 5.96 | 0.69 | 0.05 | -0.59 | 8.02 | 6.24 | 4.45 | 2.09 | 0.54 | -1.01
2 | 584 | 570 | 556 7.38 | 5.60 | 3.81
3 | 547 | 533 518 6.95 | 5.17 | 3.38
4 | 514 | 500 | 485 6.54 | 4.76 | 2.98
8 | 449 | 435 | 4.21 |13.22|1259 |11.95| 5.89 | 4.11 | 2.32 | 9.97 | 8.42 | 6.87

16 | 422 | 408 | 3.94 |16.01|15.37 | 14.73| 5.65 | 3.87 | 2.09 [12.88|11.33| 9.78

24 | 416 | 4.02 | 3.87 |17.22|16.58 | 15.94| 5.58 | 3.80 | 2.02 | 13.55 | 12.00 | 10.45

32 | 415 | 401 | 3.86 |17.71|17.08 | 16.44| 5.56 | 3.78 | 1.99 | 14.07 | 12.52 | 10.97

37 | 412 | 3.98 | 3.83 |17.64|17.00 | 16.36| 5.57 | 3.79 | 2.01 | 14.18 | 12.63 | 11.07

Tabla 2. Datos para la construccién de graficos de control de un ciclo productivo de masas madre
de trigo duro elaboradas con starters del proveedor B. LCS, (Limite de Control Superior); LCI, (Limite
de Control Inferior); ATT, (Acidez Total Titulable).

LVDB3000 LVDB3000diluida

t (h) pH ATT pH ATT

LCS pH LCI | LCS | ATT | LCI | LCS | pH LCI | LCS | ATT | LCI

0 |642]6.29 | 6.17 | 3.09 | 0.08 | -293 ] 6.60 | 6.35 | 6.10 | 2.53 | 0.32 | -1.88
2 6.36 | 6.23 | 6.11 6.48 | 6.24 | 5.99
3 |6.28] 6.15 | 6.03 6.32 | 6.08 | 5.83
4 |1599] 586 | 574 6.04 | 5.80 | 5.55
5 |565] 553 | 540 5.59 | 5.34 | 5.09
8 |469] 456 | 444 |13.09]10.08| 7.07 | 455 | 430 | 4.05 |10.23 | 8.03 | 5.82

16 |4.18| 4.06 | 3.93 |17.15]|14.14|11.12| 411 | 3.87 | 3.62 |13.33 | 11.13| 8.92

24 1410 3.97 | 3.85]18.88]15.87|12.86] 4.01 | 3.76 | 3.51 |15.07 | 12.86 | 10.66

32 |4.06| 3.93 | 3.81 |19.64]16.63 | 13.61] 3.96 | 3.72 | 3.47 | 15.68 | 13.48 | 11.28

37 |4.04] 391 | 3.78 |19.81]16.80|13.79] 3.95 | 3.71 | 3.46 | 15.86 | 13.66 | 11.45

La representacion de tales datos da lugar a los “graficos de control” o “graficos de
Shewart”, que facilitaran la rapida deteccion de las posibles desviaciones del proceso

de los préximos ciclos productivos a realizar (Anexo 2).
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Los “graficos de Shewart” mas sencillos constan de tres lineas horizontales. Una linea
central, LC, resultado de la representacion del promedio de las medidas realizadas a
cada punto, y dos limites de control, superior (LCS), e inferior (LCI), que encierran el
intervalo en el cual esta permitido que los valores oscilen, localizados a pu+/-ka, siendo
o, la desviacion tipica del conjunto de valores, y k=3, aceptando un nivel de confianza
de p= 0.9974. Aunque en este caso los limites fueron ligeramente modificados de

acuerdo a los requerimientos de la empresa.

Andlisis de los resutados

- Control de pH
En un ciclo fermentativo la acidez ira aumentando conforme avance el tiempo hasta
comenzar a estabilizarse pasadas las 15 horas, lo cual indica la proximidad al punto final
del proceso. No obstante, la mezcla continta fermentando hasta completar 36 6 40
horas, de acuerdo con el factor limitante de los azlcares disponibles en la masa, (Figura
A2.1. del Anexo 2). Ademas, se ha observado que el perfil de acidez varia en funcion
del starter utilizado en el proceso. La superposicion de los ciclos nos ayuda a establecer

estas diferencias, (Figura 2).

Evolucion pH LVDB3000

—e&—Proveedor A —@—Proveedor B
7,00
6,50
6,00

5,50

pH

5,00
4,50

4,00 —.=.=.

3,50

3,00
0123456 7 8910111213141516171819202122232425262728293031323334353637

tiempo (h)

Figura 2. Influencia del starter en la evolucién del pH a lo largo de un ciclo productivo de masa madre
LVDB3000.

Vista la Figura 2 podemos afirmar que la fase de latencia de los starters suministrados
por el proveedor B, se prolonga mas en el tiempo con respecto a la de los
proporcionados por el proveedor A, que provocan una variacion de pH mucho méas

pronunciada alcanzandose niveles de acidez superiores en un menor intervalo temporal.
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Siendo starters del mismo tipo (L. plantarum), y cepa, y tras comprobar en ocasiones
anteriores que el nimero de células activas es idéntico, se concluye que las diferencias
entre ambos podrian radicar en el proceso de liofilizacion llevado a cabo sobre los

microorganismos en cada empresa proveedora.

Otro aspecto de interés para futuros proyectos en Lesaffre, es incrementar el grado de
humedad en la formula, ya que se ha demostrado cientificamente que en masas mas
fluidas los nutrientes son mejor aprovechados por las bacterias acido-lacticas, lo que se
traduce en una acidez superior, y por tanto, un mayor rendimiento fermentativo (Antoja,
F. J. 2015). Si analizamos la tendencia del pH a lo largo de un ciclo productivo de masas
madre de trigo duro, frente a las correspondientes diluidas al 50.0%, se observa que en
el segundo caso se alcanzan niveles de acidez ligeramente superiores (Figura 3),

aunque, esta tendencia puede observarse con mayor claridad en un analisis de ATT.

Evolucion pH (starter A)

—e—LVDB30000 LVDB3000diluida
7,00

6,50
6,00 &
5,50

5,00

pH

4,50

4,00 —e — o
3,50

3,00
01234567 8910111213141516171819202122232425262728293031323334353637

tiempo (h)

Figura 3. Influencia del grado de humedad en la evolucién del pH a lo largo de un ciclo productivo
de masas madre LVDB3000 elaboradas con starters del proveedor A.

En cuanto a la comparativa entre masas madre de formatos normal y diluido elaboradas
con el starter proporcionado por el proveedor B, no se encontraron diferencias con
respecto a los resultados representados en la Figura 3, (ciclo productivo de masa madre

elaborada con starters del proveedor A).

Aunque la dilucion puede ser un aspecto positivo en la produccién de masa madre, el
porcentaje de humedad no puede acrecentarse de manera indeterminada, ya que se

tendria que valorar en conjunto el grado de afectacion de las caracteristicas de la masa.

Virginia Izquierdo Velasco 23
Master en Calidad, Desarrollo e Innovacién de alimentos



Estandarizacién de la fabricaciéon industrial de la masa madre viva

- Analisis de ATT
El grado de acidez en la mezcla puede cuantificarse rapidamente con una medida de
pH, ya que resulta ser una consecuencia del incremento de la concentracién de acidos
en el medio. Sin embargo, a niveles de acidez elevados, el pH varia minimamente
conforme aumenta la acidez, mientras que la ATT incrementa de manera proporcional,

por tanto, este ultimo pardmetro nos proporcionara una mayor informacion.

La evolucion del ATT a lo largo de la fermentacion se representa en la Figura A2.2. del
Anexo 2.

La tendencia observada es que la ATT incrementa hasta aproximadamente t= 20 horas,
gue comienza a estabilizarse. Sin embargo, en formulaciones preparadas con starter
del proveedor B, la estabilizacién se consigue préximo a las 24 horas del inicio de la

fermentacion. La comparativa puede observarse en la Figura 4.

Evolucién ATT LVDB3000

—&— Proveedor A —@—Proveedor B
20,00
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

mL NaOH (0.1M)

012345678 91011121314151617181920212223242526272829303132333435363738
tiempo (h)

Figura 4. Influencia del starter en la evolucion del ATT a lo largo de un ciclo productivo de masa madre
LVvDB3000.

Estas diferencias, parecen ser menos acusadas en formulaciones mas diluidas, (Figura
5).
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Evoluciéon ATT LVDB3000diluida

Proveedor A Proveedor B

20,00
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

mL NaOH (0.1M)

01234567 8 9101112131415161718192021222324252627282930313233343536373839
tiempo (h)

Figura 5. Influencia del starter en la evolucion del ATT a lo largo de un ciclo productivo de masa madre
LVDB3000diluida.

En cuanto a las diferencias entre formulas con diferente grado de humedad, el nivel de
acidez es superior para el caso de la diluida con relacién al porcentaje inicial de harina
en la mezcla, verificAndose asi la afirmacién de Antoja, (Figuras 6 y 7). Esta diferencia

es mas acusada, de nuevo, en ciclos realizados con microorganimos del proveedor A.

Evolucion ATT (starter A)

—e—LVDB3000 LVvDB3000diluida
20,00
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00

0,00 J

01234567 8 910111213141516171819202122232425262728293031323334353637
tiempo (h)

mL NaOH (0.1M)

Figura 6. Influencia del grado de humedad en la evolucién del ATT a lo largo de un ciclo productivo de
masas madre LVDB3000, elaboradas con starters del proveedor A.
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Evolucion ATT (starter B)
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Figura 7. Influencia del grado de humedad en la evolucion del ATT a lo largo de un ciclo productivo de
masas madre LVDB3000, elaboradas con starters del proveedor B.

Andlisis microbiol6gicos

Al igual que los analisis fisicogquimicos, el control microbiolégico se lleva a cabo a
tiempos estipulados a lo largo del proceso (t= 0, 8, 36 horas).

Tanto a t= 0 horas como a t= 8 horas se analizan coliformes totales, que nos dan idea
de las condiciones higiénicas de la instalacion, y bacterias lacticas indicativas de la
efectividad de los lactobacilos y el grado de evolucion del proceso. Sobre el producto
final, se llevan a cabo, ademas, andlisis de coliformes mas especificos (fecales y E. coli),

cuantificacién de levaduras y mohos y se descarta la aparicion de Salmonella.

Analisis de azlicares residuales.

Como se indico en el epigrafe introductorio, el factor limitante del proceso es la harina,
gue proporcionard a los microorganismos los azucares fermentables para la produccién
de los acidos organicos. Un analisis cromatogréfico, via UPLC, revel6 una cantidad
inferior a 0.5 g por 100 g de masa madre LVDB3000, de monosacaridos tales como
sacarosa, galactosa, glucosa y fructosa y un contenido ligeramente superior en maltosa
(2.6 g / 100 g) tras 36 horas de fermentacion, lo que verifica la finalizacién del ciclo

fermentativo.

Cociente de Fermentacion.

Sobre el producto final se ha analizado cromatograficamente la concentracion de los
acidos lactico y acético, obteniéndose un cociente de fermentacion elevado, puesto que
el contenido en acido acético es la tercera parte del contenido en lactico (0.5 g de acido
acético frente a 1.5 g de &cido lactico), lo que verifica la calidad organoléptica del

producto.
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5.3.  Acondicionamiento del producto

Finalizado el proceso productivo, la masa madre estd lista para trasvasarse a los
diferentes formatos de venta:

- Tanque de 1000.0 Kg.

- Garrafa de 5.0 Kg.

- Sobres de 40.0 g, para los que se prescinde del estabilizante con el fin de dar

una imagen de “etiqueta limpia”.

Una medida de seguridad alimentaria en esta accion es la deteccion de cuerpos
extrafios a la salida de la linea de carga, por lo que esta cuenta con un filtro de tamafio
de particula de 500 um en el que quedarian retenidos, evitando su llegada al contenedor

final.

5.4. Mantenimiento de la calidad de las masas madre.

La elevada acidez del producto no es s6lo una caracteristica sensorial, sino que también
se trata de una funcionalidad tecnoldgica, como es la capacidad conservante, por lo que
se espera que la contaminacion por flora microbiana indeseable sea de 0 UFC /g en
coliformes y ausencia de Salmonella en 25.0 g de muestra para la obtencién de un

producto seguro segun las recomendaciones sanitarias.

La consistencia de la masa, aunque es un parametro orientativo, sera util tenerlo en
cuenta. Se ha visto que viscosidades de entre 2.7 y 3.5 Pa:s, resultan ser dptimas para

el manejo de las masas en las actividades panaderas.

Por ultimo, la estabilidad del producto a lo largo del tiempo resulta ser un parametro de
calidad de las masas madre, asi, su almacenamiento en refrigeracion (entre 2 °C y 3
°C), permite minimizar la actividad biolégica y enzimatica de los microorganismos

presentes y extender su vida Gtil hasta hasta un minimo de 14 semanas.
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6. CONCLUSIONES

Acorde a los objetivos planteados, se concluye lo siguiente:

- La puesta en marcha y validacion del procedimiento de limpieza implantado
asegura la mejora continua del proceso de estandarizacién, ya que permite
detectar y corregir los posibles fallos cometidos.

- La implantacién del procedimiento de produccion de masa madre de trigo duro
resulta de la correccion de las deficiencias detectadas en la validacion del

proceso descrito en el epigrafe 5.2..

- La produccion gradual de acidos organicos conlleva al descenso progresivo del
pH hasta alcanzar valores por debajo de 4.0, lo que mantiene el proceso bajo

control fisicoquimico y microbiolégico.

- La estabilizacién de la ATT indica la proximidad a la finalizacion del proceso
fermentativo, lo cual se demuestra con la ausencia de azlcares residuales
revelada en un analisis cromatografico realizado sobre una muestra de producto

tras 36 horas de fermentacion.

- Entérminos de efectividad, resulta mas adecuado el uso de starters L. plantarum
suministrados por el proveedor A para la produccion de masa madre LVDB3000,
ya gue se consigue la estabilidad del producto a las 20 horas aproximadamente,
frente a las 24 horas que tarda el producto elaborado con el suministrado por el
proveedor B. El uso del primero permitir4, por tanto, acortar el tiempo de un ciclo

productivo.

- Una dilucién de la masa madre LVDB3000 al 50.0 % acelera la produccién de
acidos organicos por los microorganismos presentes en la masa, acortandose
asi los tiempos de produccién y permitiendo el ahorro en materias primas. Un
porcentaje de dilucibn superior podria producir una disminucién de la

funcionalidad tecnoldgica o de las caracteristicas organolépticas de la masa.
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ANEXO 1. Condiciones de limpieza de la instalacion de produccion de masas
madre.

1. Programacion de lalimpieza

LINEA DE CARGA

TANQUE

R MEZCLA

¢ CUE SELECCION DESEA?

BOBA MEZCLADORA

LINEA DE MEZCLA

|

Figura Al.1. Pantalla de programacion de limpieza de la instalacion de masas madre.
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Tabla Al.1. Parametros de limpieza generales. SL, (Solucién de Limpieza); RSL, (Retorno Solucién
de Limpieza); CIP, (Clean in Place).

| oernursvaes
CiP3 Depdsitofs) ofy Lineals) MD MDC MOCS

Tiempo retardo marcha bomba(s) SL s
Tiempo retardo marcha bombais S

[Tiempo FlipFlop purgas B [s
Tiempo FlipFlop Manifold B TIs
Temperatura marcha CIP EQ.Q |°C
Temperatura Solucion NaOH °C

; Volumen marcha CIP m*
Volumen Solucién ; m*
Volumen Empuje Solucién B0 [ |
Velocidad Bombas Depositos ; %
Velocidad Bomba Mezcadora oo ] rpml

' Valores por defecto

2. Soluciones de limpieza, SL:

Las soluciones de limpieza son impulsadas desde los CIP de fabrica al CIP del Taller de
Masas Madre:

CIP fabrica
Tabla Al1.2. Condiciones CIP de fabrica. T, (temperatura); o, (conductividad).
CIP NaOH HNO3
T (°C) 80 25
o (mS) 80 80
Concentracion (%) 1.7 15

En caso de que el depésito CIP de masa madre no alcance el nivel minimo del tanque,
(1200Kg), o se requiera reponer un volumen de SL, se puede realizar de manera manual

a la ratio de 5L de sosa, de una disolucion al 25.0%, por cada 100L de agua.
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3. Tipos de limpieza

3.1. Limpiezas

Tabla A1.3. Tiempos de limpieza segun la solucién de limpieza a utilizar y la linea escogida. SL,
(Solucion de Limpieza); AP, (Agua de Proceso).

Limpieza completa NaOH Limpieza Limpieza
Tipo de limpieza partiendo de partiendo de completa linea de
instalacién limpia | instalacién sucia HNOs carga
pre-enjuague, t (min) 3 3 3

enjuague con AP, t (min) 3 3 3 3
paso SL, t (min) 30 40 20 30
enjuague con AP, t (min) 3 3 3 3
escurrido, t (min) 5 5 5 5

3.2. Enjuagues con AP por las zonas del manifold de dificil acceso a la SL, (paso de

solucién por Linea de mezcla y Linea de Retorno CIP).

Tabla Al.4. Tiempos de paso AP. SL, (Solucion de Limpieza); AP, (Agua de Proceso).

) Tras un ciclo
Enjuagues con AP Tras paso SL .
productivo
pre-enjuague, t (min) 3 3
paso AP, t (min) 1 3
escurrido, t (min) 5 5
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ANEXO 2. Graficos de Shewart para el control del proceso productivo de masas
madre.

1.1. Perfil de acidez del proceso productivo de masas madres elaboradas con starters del

proveedor A.

Evolucién pH LVDB3000 (starter A)

LCI

LCS = - - Valor esperado

7,00
6,50
6,00
5,50

T 500

p

4,50

4,00

3,50

3,00
0123456 7 8 910111213141516171819202122232425262728293031323334353637

tiempo (h)

Figura A2.1. Gréafico de Shewart para el control de pH a lo largo de un ciclo productivo de LVDB3000,
(elaborada con starter del proveedor A). LCS, (Limite de Control Superior); LCI, (Limite de Control
Inferior).

Evolucién ATT LVDB3000 (starter A)

LCI

LCS =-=---- Valor esperado

20,00

18,00

16,00

14,00

12,00 7

10,00 )

8,00 4

6,00 0

4,00 /0

2,00 7

0,00 -
01234567 8 910111213141516171819202122232425262728293031323334353637

tiempo (h)

e mm—m———
-
e —————

mL NaOH (0.1M)

Figura A2.2. Grafico de Shewart para el control de ATT a lo largo de un ciclo productivo de
LVDB3000, (elaborada con starter del proveedor A). LCS, (Limite de Control Superior); LCI, (Limite
de Control Inferior).
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Evolucién pH LVDB3000diluida (starter A)

——ILCS -==--- Valor esperado  —— LCI

7,00
6,50
6,00
5,50
5,00
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Figura A2.3. Gréafico de Shewart para el control de pH a lo largo de un ciclo productivo de
LVDB3000diluida, (elaborada con starter del proveedor A). LCS, (Limite de Control Superior); LCI,
Limite de Control Inferior).

Evolucion ATT LVDB3000diluida (starter A)
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Figura A2.4. Grafico de Shewart para el control de ATT a lo largo de un ciclo productivo de
LVDB3000diluida, (elaborada con starter del proveedor A). LCS, (Limite de Control Superior); LCI,
(Limite de Control Inferior).
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1.2. Perfil de acidez del proceso productivo de masas madres elaboradas con starters
del proveedor B.

Evolucién pH LVDB3000 (starter B)

—LCS ------ Valor esperado  —— LCI

7,00
6,50
6,00
5,50
I
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FiguraA2.5. Grafico de Shewart para el control de pH a lo largo de un ciclo productivo de LVDB3000,
(elaborada con starter del proveedor B). LCS, (Limite de Control Superior); LCI, (Limite de Control
Inferior).

Evolucion ATT LVDB3000 (starter B)
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20,00
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

mL NaOH (0.1M)

01234567 8 910111213141516171819202122232425262728293031323334353637
tiempo (h)

Figura A2.6. Grafico de Shewart para el control de ATT a lo largo de un ciclo productivo de
LVDB3000, (elaborada con starter del proveedor B). LCS, (Limite de Control Superior); LCI, (Limite
de Control Inferior).
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Evolucion pH LVDB3000diluida (starter B)

LCS Valor esperado LCI

7,00
6,50
6,00
5,50

5,00

pH

4,50

4,00

3,50

3,00
01234567 8 910111213141516171819202122232425262728293031323334353637

tiempo (h)

Figura A2.7. Gréafico de Shewart para el control de pH a lo largo de un ciclo productivo de
LVDB3000diluida, (elaborada con starter del proveedor B). LCS, (Limite de Control Superior); LCI,
(Limite de Control Inferior).

Evolucion ATT LVDB3000diluida (starter B)

LCI

LCS  eeeeeeees Valor esperado
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Figura A2.8. Grafico de Shewart para el control de ATT a lo largo de un ciclo productivo de
LVDB3000diluida, (elaborada con starter del proveedor B). LCS, (Limite de Control Superior); LCI,
(Limite de Control Inferior).
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