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RESUMEN

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la calidad higiénico-sanitaria de
cuatro tipos de panes elaborados artesanal e industrialmente, analizando tanto la
corteza como la miga de los mismos. Para ello, se determinaron los recuentos de
Bacillus spp., Clostridium spp., coliformes, E. coli, Salmonella spp., BAL, FAM, mohos y
levaduras. Ademas, se realiz6 una identificaciébn de los principales microorganismos
aislados del pan por espectrometria de masas MALDI-TOF. También se determinaron
aw, pH, NaCl y humedad de los panes. Los recuentos microbianos mayoritarios fueron
Bacillus spp., coliformes y FAM, que de forma general tuvieron mayores recuentos en la
barra integral y el pan candeal artesanales. Se identificaron especies con potencial
patdgeno por MALDI-TOF, como E. cloacae, B. cereus, E. asburiae, M. tuberculosis, C.
guilliermondii y C. parapsilosis, cuya presencia en el pan pudo ser debida a
contaminaciébn cruzada o a malas practicas de higiene tras el horneado. La
implementacién y mejora de las buenas practicas de higiene alimentaria tanto en
procesos productivos artesanales como industriales, la desinfeccién de superficies de
contacto, asi como la formacioén y concienciaciéon de los manipuladores de alimentos se

proponen como medidas para reducir la contaminacion del pan.

PALABRAS CLAVE: pan, microbiologia, identificacion microbiana, caracteristicas

fisicoquimicas

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the hygienic-sanitary quality of four types of
artisan and industrially produced breads, analyzing both the crust and the crumb. For
this purpose, counts of Bacillus spp., Clostridium spp., coliforms, E. coli, Salmonella spp.,
LAB, APC, molds and yeasts were determined. In addition, identification of the main
microorganisms isolated from the bread was performed by MALDI-TOF mass
spectrometry. The aw, pH, NaCl and moisture of the breads were also determined. The
major microbial counts were Bacillus spp., coliforms and FAM, which generally had
higher counts in the artisanal whole wheat loaf and candeal bread. Species with
pathogenic potential were identified by MALDI-TOF such as E. cloacae, B. cereus, E.
asburiae, M. tuberculosis, C. guilliermondii and C. parapsilosis, whose presence in the
bread could be due to cross-contamination or poor hygiene practices after baking. The
implementation and improvement of good food hygiene practices in both artisanal and
industrial production processes, the disinfection of contact surfaces and the training and

awareness of food handlers are proposed as measures to reduce bread contamination.

KEYWORDS: bread, microbiology, microbial identification, physical-chemical properties
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1 INTRODUCCION

El pan es considerado un producto bésico en la alimentacion espafiola. Su consumo
per capita en el aflo 2020 fue de 32,78 kg/persona/afio (Ministerio de Agricultura Pesca
y Alimentacion, 2020). El endurecimiento del pan es la principal razén por la que se
produce el desperdicio de este producto. Sin embargo, dependiendo del tipo de pany
de las condiciones de almacenamiento, el deterioro microbiolégico altera sus
caracteristicas y provoca grandes pérdidas econdmicas (Cook & Johnson, 2009;
Saranraj & Geetha, 2012). El desperdicio de alimentos supone un tercio de la produccion
mundial segun el informe de la Organizacién para la Agricultura y la Alimentacién
(Gustavsson et al., 2011). En 2018, segun los datos del Panel de cuantificacion del
desperdicio alimentario en los hogares, el desperdicio de los hogares espafioles en
cuanto a alimentos y bebidas aumenté un 8,9%, alcanzando una cifra de 1.339 millones
de kg (Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacion, 2019). La apuesta por la
reutilizacién de productos de reposteria y pan para reducir este desperdicio ya ha sido
implementada por algunas empresas como la britanica Toast Ale, que aprovecha los
excedentes del pan de panaderias y de fabricantes de sandwiches preelaborados para
producir cerveza. Por otra parte, el proyecto BREAD4PLA coordinado por AIMPLAS,
Instituto Tecnologico del Plastico en Valencia de Espafia, ha empleado los desechos de
la industria de la panaderia para sintetizar un material plastico biodegradable, un acido
polilactico (PLA) que pudieran utilizar las mismas empresas panaderas para crear
nuevos envases para sus productos (BREAD4PLA, 2014; Lappin, 2016). No obstante,
la repercusion de la carga microbiana en la posible reutilizacion de los panes debe ser

evaluada.

La vida util de los productos de panaderia se ve limitada por dos tipos de alteraciones:
la denominada “staling bread” que implica la retrogradacion de la amilopectina, la
pérdida y redistribucién del agua, la oxidacion de las grasas y la trasformacion del gluten
(Curti et al., 2014); y al deterioro microbiolégico producido por bacterias, levaduras y
mohos en aquellos productos con actividad de agua (aw) superior a 0,85 (Legan, 1993;
Smith et al., 2004). Los tipos de microorganismos que se encuentran en los productos
de panaderia dependen de la calidad microbiol6gica de sus materias primas, del
procesamiento del producto, de las condiciones higiénicas del proceso de fabricaciéon y
de las condiciones de almacenamiento y distribucion del producto final (Cook & Johnson,
2009). El pH, la humedad y la aw son las propiedades intrinsecas del producto que
determinan el crecimiento microbiano en los alimentos. El pan, debido a su pH
normalmente cercano a la neutralidad (entre 5,4 y 7,5), su contenido de humedad

cercano al 40%, una a entre 0,75-0,98, sumado a que este producto suele almacenarse
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a temperatura ambiente provee un ambiente favorable para el crecimiento de
microorganismos que causan su deterioro (Cook & Johnson, 2009; Jay et al., 2008).

Estas caracteristicas advierten de que el pan es susceptible al deterioro microbiano.

Respecto a las materias primas, la harina utilizada puede llevar asociada una carga
microbiana y con ello un problema potencial de seguridad alimentaria. La harina puede
contener bacterias, levaduras y mohos psicrofilos, meséfilos o termofilos, asi como
micotoxinas, que podrian suponer un riesgo de salud publica (Sabillon & Bianchini,
2016). Cardoso et al. (2019) encontraron unos recuentos en harinas de trigo refinado de
4,33 Log UFC/g para flora total aerobia mesdéfila (FAM), de 2 Log UFC/g para coliformes,
de 2,24 Log UFC/g para levaduras, de 2,46 Log UFC/g para mohos e inferior a 2 Log
UFC/g para clostridios sulfito reductores. Aunque el tratamiento térmico que se le aplica
al pan para su coccién puede eliminar la contaminacién microbiana relativa a sus
ingredientes, especialmente en la corteza, es posible que exista una contaminacion
posterior al horneado (Cook & Johnson, 2009). A pesar de ello, no hay que olvidar que
la mayoria de las micotoxinas son resistentes a los tratamientos térmicos y, por lo tanto,
estas permaneceran en el producto final. Esta re-contaminacion puede ser transmitida
por el aire, que puede contener esporas de moho, o por contaminacién cruzada con los
equipos, utensilios, manipuladores, asi como el tipo de fermentacion utilizada, el tamafio
y disposicion del obrador y el envasado del producto final (Cook & Johnson, 2009;
Lavermicocca et al., 2000). Uno de los aspectos fundamentales que promueven el
crecimiento de mohos y levaduras en los productos de panaderia es envolver estos
productos después de hornearlos cuando aln mantienen una temperatura elevada,
pues se puede provocar condensacion en el interior del paquete y en la superficie del
producto (Cook & Johnson, 2009).

Debido a las caracteristicas intrinsecas del pan, como la baja aw, es posible que los
mohos sean la principal via de contaminacion después de la coccion, especialmente
especies de los géneros Penicillium y Aspergillus (Cook & Johnson, 2009; Katsi et al.,
2021). Las primeras sefiales de alteracion en pan causada por mohos son su propio
crecimiento, pues cambia el aspecto del producto. El crecimiento de mohos se evidencia
primero como colonias blancas, filamentosas o “difusas” que gradualmente cambian a
un color de azul verdoso a negro conforme se producen esporas (Vora & Sidhu, 1987).
Los mohos habitualmente implicados en el deterioro de los productos de panaderia
pertenecen a los géneros Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Monilia,
Endomyces, Rhizopus y Mucor (Legan, 1993; Legan & Voysey, 1991). Aunque el
deterioro por el crecimiento de levaduras es menos frecuente, pueden causar deterioro

en la superficie del producto creando areas blancas o rosadas. Entre las levaduras
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normalmente implicadas en estos dafios se encuentran los géneros Saccharomyces,
Debaryomyces, Kluyveromyces, Pichia, Candida y Zygosaccharomyces (Van Der Zee
& Huis In T Veld, 1997).

Ademas del deterioro causado por mohos y levaduras, el pan puede verse afectado
por el crecimiento de bacterias debido a una re-contaminacion después del horneado,
favorecido por la existencia de niveles elevados de aw, entre 0,94 y 0,99 (Smith et al.,
2004). Las bacterias formadoras de esporas pertenecientes al género Bacillus,
especialmente B. subtilis, son las responsables de la segunda causa principal de
deterioro de productos de panaderia conocida como “deterioro de la cuerda” o “rope
spoilage” (Katsi et al., 2021), cuyo nombre hace referencia a la formacion de una textura
viscosa y fibrosa en el pan. Sin embargo, con los cambios implementados en la
panaderia actual, con mayores medidas higiénicas y un mayor control de los

ingredientes y procesos, este no suele ser un problema en Espafia.

A pesar de que muchos microorganismos pueden ser eliminados con el horneado al
gque se somete el pan, las esporas microbianas pueden resistir este tratamiento térmico
y sobrevivir al proceso de horneado, especialmente en la miga del producto donde no
se superan los 100 °C (Valerio et al., 2012). Cuando las condiciones son favorables, con
temperatura > 25 °C, aw =2 0,95 y pH > 5, las esporas germinan convirtiéndose en células
vegetativas que deterioran la textura del pan, generando el mencionado deterioro de la
cuerda. Este fendmeno es causado por la formacion de limo, resultado de la actividad
de las enzimas proteoliticas y amiloliticas de algunas especies del género Bacillus
(Martinez Viedma et al., 2011), con predominio de contaminacion por B. subtilis por su
mayor resistencia al proceso de coccion (Valerio et al., 2015), aunque también estan
asociados B. licheniformis, B. cereus y B. mesentericus (Saranraj & Sivasakthivelan,
2015).

El deterioro de la cuerda genera un pan de textura viscosa y se caracteriza por tener
un olor dulce a fruta similar a melén, con una miga de aspecto descolorido, pegajosa,
pastosa y fibrosa si la degradacion sigue avanzando (Pepe et al., 2003). Este hecho
puede advertirse 12-24 h después de haberse completado la coccién del pan, siendo el
pan de molde el mas susceptible a esta degradacién. Es mas comin en areas
geograficas calidas y humedas, pues en estas condiciones se favorece el crecimiento
de especies de Bacillus (Saranraj & Sivasakthivelan, 2015). Las esporas de Bacillus spp.
pueden germinar y multiplicarse en alimentos con alta humedad y poco &cidos, a
temperaturas desde 4 0 5 °C hasta 55 °C (EFSA, 2005; Kramer & Gilbert, 1989). El

desarrollo de los microorganismos que causan el deterioro de la cuerda puede tener
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distinto origen, entre los que encontramos las harinas, las materias primas
contaminadas durante el proceso de molienda (Richter et al., 1994), la levadura o los

mejoradores del pan, asi como el equipo de procesamiento (Lavermicocca et al., 2016).

Otro problema relacionado con el crecimiento de microorganismos alterantes es el
sabor amargo de los productos de panaderia. Este es causado por el metabolismo
bacteriano que degrada los carbohidratos en acidos organicos como el acido lactico. En
algunos casos este efecto es buscado y beneficioso, como en los panes de masa madre
o el pan de centeno agrio. Sin embargo, este fendbmeno en otros productos es
indeseable y contribuye al deterioro del pan (Cook & Johnson, 2009). Las especies del
género Lactobacillus son las responsables de este efecto, entre las que se encuentran
L. plantarum, L. casei, L. alimentarius, L. fermentum, L. buchneri o L. acidophilus, entre
otros. Otros géneros bacterianos asociados a este tipo de deterioro son Pediococcus,

Carnobacterium, Enterococcus, Streptococcus 0 Weissella (Stiles & Holzapfel, 1997).

Existen otros microorganismos que pueden contaminar el pan al encontrarse en los
manipuladores, en el material y en las materias primas con las que el producto terminado
puede entrar en contacto, derivando en una contaminacién cruzada. Este es el caso de
Salmonella spp., tipicamente asociada al uso de huevos contaminados pero que
también puede encontrarse en productos lacteos como leche, mantequilla, nata y queso
(El-Gazzar & Marth, 1992). Estos ingredientes crudos que pueden contener Salmonella
spp. pueden entrar en contacto con las materias primas del pan o con el producto final
y suponer un foco de transmision de salmonelosis (Evans et al., 1996). De la misma
manera, Clostridium botulinum puede estar presente en forma de esporas en el suelo,
en los ingredientes de panaderia o en los productos terminados (Deible & Swanson,
2001). Aunque no se han reportado brotes de botulismo relacionados con productos de
panaderia, ha sido demostrado que las condiciones de los productos de panaderia (pH
> 4,6 yaw > 0,95) crean un ambiente adecuado para el crecimiento de este patdgeno,
por lo que seria conveniente evaluar el riesgo de su contaminacién de forma
independiente y en funcién de los ingredientes utilizados para la formulacién del
producto (Smith et al., 2004). Por otro lado, los coliformes y E. coli se utilizan
habitualmente como indicadores de la higiene y desinfeccion en la industria alimentaria.
Estas bacterias pueden estar presentes en el grano o en los productos molidos (Doyle
& Buchanan, 2012). Diversos autores han observado la presencia de estos patdégenos
en harina de trigo (Berghofer et al., 2003; Richter et al., 1994; Sperber, 2007), lo que
podria indicar malas préacticas higiénicas durante la manipulacion y el procesamiento,
debido a que estos microorganismos son transmitidos por heces (Sabillén & Bianchini,

2016). Sin embargo, la contaminacion con materias primas ocurre en raras ocasiones
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en la panaderia actual, por lo que no suele ser un problemay solo se consideraria como
tal en ocasiones especiales, donde no se cumplen las medidas higiénicas o su control

es menor, como podria ser el caso de pequefios obradores.

En este trabajo se ha realizado un estudio de la microbiologia del pan debido a su
importancia y a que no se han realizado otros estudios sobre este tema, o no al menos
teniendo en cuenta los siguientes factores. Para ello, se seleccionaron cuatro tipos de
panes (barra de pan blanco, barra de pan integral, pan candeal y pan de molde)
adquiridos de dos pequefias panaderias y de dos cadenas de supermercados, en dos
dias diferentes en cada uno de ellos, y se separaron las cortezas y migas de cada uno
de los panes. Se determiné para las muestras obtenidas aw, pH, humedad, contenido
de NacCl, asi como la presencia de los siguientes grupos microbianos: Bacillus spp.,
Clostridium spp., coliformes, E. coli, Salmonella spp., bacterias acido lacticas (BAL),
FAM, mohos y levaduras. Ademas, se realiz6 una identificacion de los principales
microorganismos aislados del pan mediante espectrometria MALDI-TOF. Se ha
realizado un analisis de varianza para estudiar las diferencias significativas y un analisis
de componentes principales, teniendo en cuenta los tipos de microorganismos

analizados.

2 OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es estudiar la calidad higiénico-sanitaria de
diversos tipos de panes elaborados artesanal e industrialmente mediante el recuento de

los principales grupos microbianos presentes en este producto.
Los objetivos especificos planteados son:

- Establecer los principales parametros intrinsecos de los diversos tipos de pan,
sus partes (corteza y miga) y su forma de elaboracion.

- Establecer los niveles de los recuentos microbianos de los principales
microorganismos que pueden crecer en las distintas partes del pan (miga y
corteza) en funcion del tipo de pan y de la forma de elaboracion.

- Identificar las principales especies bacterianas que pueden estar presentes en
las distintas partes del pan (miga y corteza) en funcién del tipo de pan y de la

forma de elaboracion.

3 MATERIALES Y METODOS

3.1 OBTENCION DE MUESTRAS
Se recogieron las muestras de cuatro tipos de panes diferentes: una barra de pan

blanco, una barra de pan integral, un pan candeal y un pan de molde. Los panes se
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obtuvieron de cuatro establecimientos diferentes en Valladolid: dos panaderias locales
(Masa Madre y El Fiel), identificados como establecimientos artesanales; y dos
supermercados (Mercadona, Camino del Cementerio; y Lupa, Calle Real de Burgos),
identificados como establecimientos industriales. Esta operacién se realizé por
duplicado, en dos dias alternos para cada uno de los establecimientos y tipos de panes.

Las muestras se transportaron hasta el laboratorio en un sobre de papel.

3.2 TRATAMIENTO DE MUESTRAS

Tras recepcionar los panes en el laboratorio, se separ6 por un lado la miga y por otro
la corteza con la ayuda de un cuchillo previamente esterilizado, y se redujo el tamafio
de las muestras en porciones de aproximadamente 2 cm?. Se pesaron 25 g de muestra
gue fueron homogeneizados durante 3 min con ayuda de una bolsa Stomacher con filtro,
a los cuales se agregaron 225 mL de agua de peptona tamponada (BPW, VWR:
84600.0500).

3.3 RECUENTOS MICROBIANOS
Se realizaron recuentos de los siguientes grupos microbianos: Bacillus spp.,

Clostridium spp., coliformes, E. coli, Salmonella spp., BAL, FAM, mohos y levaduras.

3.3.1 Anadlisis Bacillus spp.

Los recuentos de Bacillus spp. se realizaron siguiendo las recomendaciones de
Eglezos (2010) y Tallent et al. (2020). Brevemente, se sembraron 0,1 mL de las
diluciones adecuadas para los recuentos en Agar Selectivo para B. Cereus (PEMBA,
Merck: 1.20589.0500), suplementado con polimixina B (VWR Chemicals: 928020NL) y
emulsion estéril yema de huevo (Condalab: 5152-R9). Las placas se incubaron a 37 °C

durante 24 h y se contaron las colonias de acuerdo con ISO 4832:2006.

3.3.2 Anadlisis Clostridium spp.

Los recuentos de Clostridium spp. se realizaron siguiendo las recomendaciones de
Cardoso et al. (2019). Brevemente, se sembraron 5 mL de las diluciones apropiadas a
un tubo Falcon de 50 mL y se sometieron a un tratamiento térmico en un bafio de agua
a 80 °C durante 10 min. Las diluciones se enfriaron inmediatamente en hielo y se
anadieron 25 mL de agar sulfito de hierro (ISA, Merck: 1.10864.0500) con Hierro (II)
sulfato heptahidrato = 98% (VWR Chemicals: 24240.295). La mezcla se homogeneiz6 y
se dej6 solidificar. Posteriormente, se afiadieron 5 mL del medio agar sulfito de hierro
para crear anaerobiosis. Los tubos Falcon se incubaron a 30 °C durante 48 h y se

contaron los puntos negros.
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3.3.3 Andlisis coliformes y E. coli

Los recuentos de coliformes y E. coli se realizaron siguiendo las recomendaciones
de Cardoso et al. (2019). Brevemente, se agregaron 1 mL de las diluciones adecuadas
en placas Petrifilm (3M: 6404/6414/6444). Las placas se incubaron a 37 °C durante 48
h, y el recuento se llevo a cabo de acuerdo con ISO 4832:2006.

3.3.4 Anadlisis Salmonella spp.

Los recuentos de Salmonella spp. se realizaron siguiendo las recomendaciones de
Cardoso et al. (2019). Brevemente, las muestras iniciales homogeneizadas en BPW se
incubaron durante 24 h en condiciones aerobias a 37 °C. A continuacion, se afiadieron
0,1 mL de las diluciones apropiadas a los tubos con 10 mL del medio de enriquecimiento
Ramba QUICK Salmonella (CHROMagar: SQ001) y se incubaron a
41 °C durante 6 h. Posteriormente, se realizé una siembra por estria en superficie en
medio Salmonella Plus base (CHROM, CHROMagar: SA162(B)), suplementado con
Salmonella Plus (CHROMagar: SA162(S)) y con CHROMagar White Opaque
(CHROMagar: SU702). Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h y se contaron las

colonias moradas.

3.3.5 Recuento de BAL

Los recuentos de BAL se realizaron siguiendo las recomendaciones de Fuentes et
al. (2015). Brevemente, se sembr6 1 mL de las diluciones adecuadas en placas de Petri
vacias, se agreg6é 10 mL de agar Man Rogosa Sharpe (MRS, VWR Chemicals) y a
continuacioén se dej6 solidificar el agar; por ultimo, se agreg6 una segunda capa del agar
de 5 mL para crear anaerobiosis. Las placas se incubaron a 30 °C durante 48 h, y se
contaron de acuerdo con ISO 4832:2006.

3.3.6 Andlisis flora total aerobia mesofila

Los recuentos de FAM se realizaron siguiendo las recomendaciones de Cardoso et
al. (2019). Brevemente, se afiadié 1 mL de las diluciones adecuadas a placas de Petri
vacias y se agregaron aproximadamente 15 mL de Agar Plate Count (PCA, VWR
Chemicals: 85941.0500). Las placas se incubaron a 30 °C durante 72 h, y se contaron
de acuerdo con ISO 4832:2006.

3.3.7 Anaélisis mohos y levaduras

Los recuentos de mohos y levaduras se realizaron siguiendo las recomendaciones
de Cardoso et al. (2019). Brevemente, se agregaron 0,2 mL de las diluciones adecuadas
en placas de Petri con 15 mL de Agar Base Dichloran-Glycerol (DG18, Thermo Fisher
Diagnostics: CM0729), suplementado con Cloranfenicol (VWR Chemicals: 928260NL).

9|P&agina



ESTUDIO DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA DE PANES DE DISTINTOS ORIGENES |

Las placas se incubaron a 25 °C durante 72 h para el recuento de levaduras y durante
120 h para el recuento de mohos, de acuerdo con ISO 21527-2:2008.

3.4 AISLAMIENTO DE BACTERIAS

A partir de las placas de MRS, PEMBA, CHROM e ISA crecidas se recogieron dos
colonias que fueran representativas de la poblacibn microbiana. Las colonias
provenientes de los medios PEMBA, CHROM e ISA fueron sembradas en un tubo
Eppendorf con 1 mL de caldo soja tripticaseina (TSB, Condalab: 1224.00), y las colonias
provenientes del medio MRS fueron sembradas en 1 mL de caldo TSB con 0,5%
extracto de levadura (Condalab: 1702.00). Las colonias fueron incubadas durante 24 h
a 37 °C en el caso de las colonias provenientes de los medios PEMBA y CHROM, y a
30 °C en el caso de las colonias provenientes de los medios MRS e ISA. Los tubos
incubados se centrifugaron a 12.000 r.p.m. durante 5 min en una centrifuga. A
continuacioén, se descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendié con 1 mL de un
medio compuesto por 50% de TSB y 50% de glicerol. Las cepas fueron congeladas a -

20 °C hasta su utilizacion.

3.5 RECUPERACION DE AISLAMIENTOS

Las colonias almacenadas en congelacién en TSB y glicerol se sembraron en caldo
de TSB con 0,5% de extracto de levadura, y se incubaron durante 24 h a 37 °C en el
caso de las colonias provenientes de los medios PEMBA y CHROM Agar, y a 30 °C en
el caso de las colonias provenientes de los medios MRS e ISA. Posteriormente, las
colonias provenientes de los medios PEMBA, CHROM e ISA se sembraron en placas
con agar PCA y las colonias provenientes de MRS se sembraron en placas con agar
MRS, mediante la técnica de siembra en estria. Las placas se incubaron durante 24 h a
la temperatura indicada previamente en funcion del tipo de microorganismo. A
continuacioén, se prepararon las muestras para el analisis mediante Espectrometria de
Masas MALDI-TOF con el sistema MALDI BioTyper (Bruker Daltonik), llevado a cabo en
el Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de Valladolid.

Se realizaron dos métodos de preparacion de muestras para el andlisis mediante
MALDI-TOF: transferencia directa extendido y extraccion larga, siguiendo las
indicaciones del proveedor (Bruker Daltonik) y segun lo descrito mas abajo. Las colonias
no identificadas mediante el método de transferencia directa extendido se identificaron

realizando el método de extraccion larga.

3.5.1 Meétodo de transferencia directa extendido
Una colonia de un cultivo incubado durante 24 h se transfirié a la placa de ensayo

(Steel Target Sample Plate) del MALDI-TOF y se dej6 secar a temperatura ambiente. A
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continuacion, se agrego 1 pL de acido férmico al 70% sobre cada pocillo y se dejé secar
nuevamente al aire. Posteriormente, se agregé 1 uL de matriz acido a-cyano-4-
hidroxicinamico disuelta en una solucién satura de acetonitrilo y acido trifluoroacético y
se dejo secar. Finalmente, se realiz6 el analisis con el analizador MALDI-TOF siguiendo

las instrucciones de proveedor (Bruker Daltonik GmbH, Leipzig, Alemania).

3.5.2 Método de extraccién larga

Una colonia de las placas con los aislamientos puros recuperados se transfirio a un
tubo Eppendorf con 1 mL de caldo TSB con 0,5% de extracto de levadura y se incubd
durante 24 h a la temperatura indicada previamente en funcién del tipo de
microorganismo. El cultivo se centrifugd a 13.200 r.p.m. durante 2,5 min. Se descarto el
sobrenadante y se agregd 1 mL de agua destilada estéril al pellet, se agitd y se
centrifugaron de nuevo a 13.200 r.p.m. durante 2,5 min. Se repitid este proceso una
segunda vez, volviendo a centrifugar con las mismas condiciones. A continuacion, se
descarto el sobrenadante y se agregaron 300 uL de agua purificada y 900 uL de etanol
al 100% a cada tubo. Los tubos se agitaron y se centrifugaron a 13.200 r.p.m. durante
5,5 min, repitiendo el proceso. Seguidamente, se retir6 el sobrenadante y se centrifugo
nuevamente a 13.200 r.p.m. durante 2,5 min. Posteriormente, se retir6 el etanol sobrante
con la ayuda de una pipeta procurando no eliminar el pellet. Este se dej6 secar durante
al menos 30 min en campana extractora. Cuando los pellets estuvieron completamente
secos, se anadieron 10 pL de acido férmico al 70% a cada tubo Eppendorf, se agitaron
para su correcta hidratacion y se dejé actuar durante 5 min. A continuacion, se
agregaron 10 yL de acetonitrilo a cada tubo, se agitaron y se centrifugaron a 13.200
r.p.m. durante 5,5 min. 1 yL de sobrenadante se transfirié a la placa de ensayo (Steel
Target Sample Plate) del MALDI-TOF. Se dej6é secar completamente a temperatura
ambiente antes de agregar 1 yL de matriz acido a-cyano-4-hidroxicindmico disuelta en
una solucién saturada de acetonitrilo y acido trifluoroacético a cada pocillo, y se dejo
secar. Finalmente, se realizé el andlisis con el analizador MALDI-TOF siguiendo las

instrucciones de proveedor (Bruker Daltonik GmbH, Leipzig, Alemania).

3.6 ANALISIS MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS MALDI-TOF

El andlisis mediante espectrometria de masas se realiz6 usando Flex Analysis
(Bruker Daltonik). Para ello, se realiz6 una calibracién externa del espectro de masas
utilizando un estandar E. coli DH5. Posteriormente, el procedimiento se realizé6 en modo

automatico.

Para la identificacion de los microorganismos problema a través del espectro de

masas obtenido, se proces6 con el programa BioTyper (Bruker Daltonik). La lista de
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picos generada se compardé con la biblioteca de referencia del MALDI BioTyper, usando

un algoritmo de comparacion integrado en el programa.

En funcién de la semejanza de los espectros obtenidos para las muestras con la
libreria de datos se obtienen puntuaciones. Para conseguir la identificacion del género
del microorganismo analizado se requiere una puntuacion de 1,700-1,999. En cambio,
para conseguir la identificacibn de género y especie se requieren puntuaciones

superiores a 2,000.

3.7 PARAMETROS FISICOQUIMICOS

3.7.1 Actividad de agua

Se pesaron 5 g de cada muestra y se depositaron en capsulas de medida, las cuales
se taparon herméticamente hasta su medicion. Para su medicion se empled un aparato
Aqualab CX-2 (Decagon Devices, Inc.). Las medidas se realizaron por duplicado y a

temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C).

3.7.2 pH

Se mezclaron 5 g de cada muestra, previamente molida, con 20 mL de agua
destilada, que se mantuvieron durante 5 min para la posterior determinacién del pH
(Cardoso et al., 2019). Para su medicion se emple6 un potenciémetro digital (Crisol,
modelo GLP 22) conectado a un electrodo de pH (Crisol, modelo 52 31). Las medidas

se realizaron por duplicado a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C).

3.7.3 NaCl

La determinacion de NaCl se llevo a cabo mediante el método Volhard a través de
una valoracion potenciométrica, siguiendo las indicaciones de la norma ISO 1841-2 que
se adapto para la medida de este compuesto en panes y que se describe a continuacion.
Se pesaron aproximadamente 5 g = 0,01g de la muestra en un vaso de precipitado en
una balanza de precisién, se agregaron 45 mL de agua destilada y se homogeneizaron
durante 1 min en un homogeneizador (Ultra turrax t-25). Una vez homogenizada la
muestra se centrifugé con ayuda de una centrifuga a 2000 r.p.m durante 2 min. 25 mL
del sobrenadante se depositaron en un vaso de precipitado y se agregaron 25 mL de
acido nitrico al 2% (Sigma) para acidificar la muestra. La mezcla se titul6 con ayuda de
un titulador automéatico (Metrohm, 719 S Tritino) y un electrodo selectivo de cloruros.

Previamente se realizé una curva de calibracion.

Para el céalculo de la concentracion de NaCl se utilizé la Ecuacioén 1.
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Ecuacién 1. Calculo de la concentracion de NaCl

V AgNO3; x C AgNO3 x 1L/1000mL x Pm NaCl
V suspensién

V AgNOa: volumen de nitrato de plata utilizado; C AgNOs: concentracion de nitrato de plata (0,1 mol/ L
AgNO3); Pm NaCl: peso molecular del cloruro de sodio (58,44 g/mol); V suspension: volumen utilizado de
la suspensién (10 mL).

3.7.4 Humedad

Se pesaron 5 g de cada muestra, anteriormente molida, en capsulas de aluminio
previamente pesadas y se mantuvieron a 105 °C hasta peso constante, de acuerdo con
AOAC International (2016).

3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados expresados son la media + desviacién estandar. Para el analisis de
los recuentos microbiolégicos y los parametros fisicoquimicos por tipo de
establecimiento, tipo de pan y corteza o miga se realizé un analisis de varianza (ANOVA)
simple utilizando el método estadistico de diferencia minima significativa (LSD) de
Fisher, con un nivel del 95% de confianza (p < 0,05). Los analisis de ANOVA y de
Componentes Principales (PCA) se realizaron utilizando el programa estadistico
Statgraphics Centurion XVIII (StatPoint Technologies Inc, Warrenton, EEUU). Para el
analisis de la identificacion microbiana mediante MALDI-TOF se utilizé el programa
incorporado en el equipo, denominado BioTyper, y finalmente para el analisis de los

datos se utilizé el programa Excel (Office 2019).

4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RECUENTOS MICROBIANOS

Los resultados de los recuentos microbianos analizados en los cuatro tipos de panes,
en cada tipo de establecimiento y en funcién de la corteza o la miga se muestran en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Andlisis de microorganismos identificados en los diferentes tipos de establecimientos, tipos de
panes y en corteza o miga

Tipo de Corteza/ Bacillus spp. Clostridium spp. Coliformes Salmonella spp. BAL FAM Levaduras Mohos
Establecimiento ., piga Logio UFC/g Logao UFCg Logio UFC/g LogwUFCly  Logi UFClg Loguo UFClg LogUFCly  Logio UFCg
Artesanal Barra Corteza  2,69+1,12 0,00£0,00 2 1,32+0,43% 0,00+0,00 2 0,40+0,80 2 174+126 ¢ 0,00£0,00 2 1,01+1,16
Miga 1,80£2,37 ¥  023:+045 ®  135:0402 0,50+£1,00 ®  025£0,50 % 1,66+1,19 0,00£0,00 2 0,91+ 1,05
Barra abc b cd a bc e ab
inteqr COTE7R 2122148 0,57 +0,66 2,24+0,35 0,00 0,00 1,13+0,85 3,10+ 0,80 0,79+1,59 1,20+ 1,38
integral
Miga 216+1,58 ¢  049+057 ®  242+0,39°¢ 0,00+£0,00 @  071+0,88 ¥  293:+085 % 079+1,59 2  112+132
Pan
yoy COTEZA 4762047 d 0,00+0,00 ®  168+0962°°¢  120:+182 ® 0924130 5491057 f 0,00+0,00 & 1854021
canaeal
Miga 469+1,01 ¢ 0,00£0,00 ®  172:+060%¢ 187:+264 © 115021 553:052 f 0,00£0,00 2  0,85+1,20
Pan de abc a ab b c cde b
o Corteza  1.99+1.40 0,00 0,00 1,54£0,12 1,59+ 1,97 1,48+1,19 2,76+ 1,04 1,63+ 1,90 0,85 +0,98
molae
Miga 1,76 £1,22 ¢ 000+0,00 2 1,69 + 0,20 ¢ 1,44+181 °  1,04+069 @ 244:100 P g75:150 2 042:085
Industrial Barra Corteza 2,18+0,28 ®°  008+015 ®  137:0222 0,00+0,00 2  073+085 2 195+025 a4  067+135 &  139+095
Miga 2,30£0,32 b° 0,00+0,00 & 1,38+0,06 2 0,50+£1,00 ®  0,00+0,00 2 1,64+048 @ 0,00+0,00 2 0,92+1,07
Barra bc a bcde a ab abc a
) | Corteza  226+023 0,00 + 0,00 2,02+ 0,39 0,00 0,00 0,25+ 0,50 1,84+ 0,66 0,00 + 0,00 1,02+1,18
integral
Miga 2,04+008 3¢  011+023 ®  217+0,26°% 0,00£0,00 @  0,25+0,50 1,48+0,26 0,00£0,00 2 1,39 + 0,96
Pan
yoq COTEZA 100£115 abe 0274054 ®  173:x0682°%°9  000+000 2  051+1,032 192+016 24  079+158 ®  050+1,00
candeal
Miga 0,65+1,30 2 0,270,554 ®  164+0,492° 0,00£0,00 @  038£0,77 ® 1,25+£0,87 2 067+£1,35 2  051+1,02
Pan de a ab a ab abc ab a
go Corteza  0.50£1,00 0,23+0,45 1,40 £ 0,20 0,50 + 1,00 0,50 + 0,58 1,35+0,22 0,00 + 0,00 1,27+0,85
molae
Miga 1,08+1,25 3¢ 013+027 ®  135:0,16% 0,00+0,00 2 0,75+0,50 ¢ 126+0,24 2 0,00+0,00 @ 0,92 +1,07

&€ Columnas con distintas letras indica diferencias significativas (p < 0,05). n = 4, cada valor corresponde a

la media de 4 ensayos

En la mayoria de los recuentos microbianos realizados no se observaron diferencias
significativas. En algunos casos se encontré una carga microbiana reducida, con
muestras con recuentos por debajo del limite de cuantificacion (LOQ = 1 Log UFC/qg),
pero en otras muestras se observaron recuentos microbianos elevados que podrian

suponer un problema higiénico-sanitario, como se comentara a continuacion.

No se han encontrado diferencias significativas para los recuentos de Bacillus spp.
entre las migas y cortezas, ni entre el tipo de establecimiento. Entre los tipos de panes
no se observaron diferencias significativas salvo para el pan candeal artesanal, tanto en
la corteza como en la miga, con valores de 4,76 + 0,47 Log UFC/g y 4,69 + 1,01 Log
UFC/g respectivamente. Estas diferencias pueden deberse a que el pan candeal tenga
un circuito de almacenamiento y transporte diferente al resto, con mayor riesgo de
contaminacién. Los recuentos de Bacillus spp. en la mayoria de los panes se
encontraron entre 0,50 Log UFC/g y 2,69 Log UFC/g, niveles intermedios en
comparacion a los recuentos observados por Katsi et al. (2021). Estos autores

encontraron unos recuentos de B. cereus en un pan estandar por debajo del limite de
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deteccién (2 Log UFC/g) en el dia O de almacenamiento del pan, alcanzando 6,3 Log
UFC/g el dia 8 de conservacion del pan. Por otra parte, los recuentos encontrados en el
presente estudio fueron inferiores a los niveles asociados con enfermedades
transmitidas por alimentos contaminados por Bacillus spp., como lo indican Valerio et
al. (2012) quienes mencionan que se requieren unos recuentos entre 5y 9 Log UFC/g
de estos microorganismos. Las diferencias observadas en los recuentos de Bacillus spp.
del pan candeal respecto al resto de panes de este estudio pueden ser debidas al
tamafio de la pieza de pan. Kaur (1986) indica que este tipo de microorganismos pueden
sobrevivir al proceso de horneado en piezas de pan con un peso de 800 g, pero no
sobreviven en aquellas que tienen un peso de 400 g. En este estudio las muestras del
pan tipo candeal analizado superaban los 500 g. Aunque los panes analizados
mostraron niveles elevados para Bacillus spp. pueden considerarse seguros al menos
hasta tres dias después de su elaboracion. Sin embargo, si se almacenan durante mas
de tres dias a una temperatura de 27,5 °C, B. cereus, que pudo sobrevivir al proceso de
horneado, puede alcanzar niveles hasta 5 Log UFC/g, concentracion causante de

enfermedad en el ser humano (Kaur, 1986).

Los recuentos de Clostridium spp. nunca superaron los 0,27 Log UFC/g, con
excepcién de la corteza de la barra integral artesanal donde se alcanzaron valores de
0,57 £ 0,66 Log UFC/g. Al igual que ocurre en el caso de Bacillus spp., no se observaron
diferencias significativas entre corteza y miga, ni entre panes artesanales o industriales
entre los distintos tipos de panes, con excepcion de la corteza de la barra y el pan de
molde artesanales, o la corteza de la barra integral y la miga de la barra industriales,
gue mostraron recuentos por debajo del LOQ. Si las especies de Bacillus y Clostridium
estan presentes en el pan puede producirse un crecimiento de ambos patégenos hasta
niveles peligrosos para la salud, particularmente cuando se abusa de la temperatura en
las condiciones de almacenamiento (Smith et al., 2004). A pesar de no encontrarse
brotes de botulismo asociados al consumo de productos de panaderia en paises
occidentales, se registré un presunto brote en India producido por un pan plano crujiente
elaborado con harina de garbanzo. Este brote fue atribuido al crecimiento y produccion
de neurotoxina tipo E por C. butryicum, y se relacion6 con el almacenamiento

inadecuado del pan implicado (Chaudhry, 1998).

Respecto a los recuentos de coliformes, no se observaron diferencias significativas
entre corteza y miga, ni entre tipo de establecimiento. Sin embargo, se observaron
diferencias significativas entre las barras integrales, tanto artesanales como industriales
para corteza y para miga, con las barras (artesanales e industriales) y con el pan de

molde industrial. La miga de la barra integral artesanal fue la que mostré los recuentos
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mas elevados de coliformes (2,42 + 0,39 Log UFC/g), a pesar de no mostrar diferencias
significativas con el resto de barras integrales. La miga del pan candeal artesanal mostro
los mayores recuentos de presuntas Salmonella spp., con 1,87 + 2,64 Log UFC/g. La
mayor parte de los panes artesanales tuvieron recuentos positivos para este
microorganismo. Excepto la miga de la barra y la corteza del pan de molde industriales,
que presentaron 0,50 + 1,00 Log UFC/g cada uno, los panes industriales tuvieron
recuentos para presuntas Salmonella spp. por debajo del LOQ. Hasta este momento no
hay estudios en el pan que permitan realizar la comparacion de los resultados obtenidos
en este trabajo. Sin embargo, cabe mencionar que la presencia tanto de coliformes
como de presunta Salmonella spp. hace presumir de un manejo higiénico inadecuado
de este producto. Este hecho indica que se requiere una estricta supervision en la
higiene, en la formacién de los manipuladores de alimentos y la implementacién de un
sistema de Andlisis de Peligros y Puntos de Control Criticos (APPCC) (Smith et al.,
2004).

No se observaron diferencias significativas entre la corteza y miga, ni entre el tipo de
establecimiento, ni entre los distintos tipos de pan respecto a los recuentos de BAL. Los
recuentos mas elevados de BAL se observaron en la corteza del pan de molde artesanal
(1,48 + 1,19 Log UFC/qg), mientras que la miga de la barra industrial tuvo recuentos por
debajo del LOQ. Estos datos coinciden con los observados por Katsi et al. (2021),
quienes mostraron unos recuentos inferiores a 1 Log UFC/g de BAL en pan estandar,
alcanzando niveles de 5,2 Log UFC/g el dia 6 de almacenamiento de las muestras. En
el presente estudio, el agar MRS no fue un medio muy selectivo para el recuento de
BAL. La mayoria de las cepas aisladas de este medio fueron identificadas como
Saccharomyces cerevisiae y, en menor medida, como Leuconostoc mesenterioides.
Este microorganismo se ha aislado de harinas de trigo (Alfonzo et al., 2013), por lo que
su presencia en el pan podria ser debida a que resista la temperatura de horneado. De
hecho, es considerado un microrganismo termodurico porque resiste la pasteurizacion,
puede crecer entre 4,5y 6,3 de pH y una temperatura entre 10 y 45 °C (Hemme &
Foucaud-Scheunemann, 2004). Respecto al pH, los panes analizados muestran unos
niveles para este parametro entre 6,19 y 5,50 (Anexo [), por lo que permitirian el

crecimiento de Leuconostoc spp.

Los resultados observados para FAM mostraron mayores recuentos en los panes
candeales artesanales, tanto en miga y corteza, con 5,53 + 0,52 Log UFC/g y 5,49 £
0,57 Log UFC/g respectivamente, sin diferencias significativas entre ellos. Los panes
artesanales en general fueron en los que se observé el mayor niumero de recuentos

para este grupo microbiano, y fue en la miga del pan candeal industrial donde se
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observaron los menores recuentos (1,25 * 0,87 Log UFC/g). Hasta este momento de
acuerdo a la bibliografia encontrada, no existen estudios para comparar los valores de
FAM en corteza y miga. Katsi et al. (2021) encontraron unos recuentos para FAM en un
pan estandar de 2,9 Log UFC/g, estos recuentos fueron similares a los obtenidos en el
presente estudio para los panes artesanales excepto la barra, que tanto en la corteza
como en la miga present6 recuentos inferiores, de 1,74 + 1,26 Log UFC/g y de 1,66 +
1,19 Log UFC/g respectivamente. Ademas, estos autores indicaron que los recuentos
de FAM tras 4 dias de almacenamiento alcanzaron unos recuentos de 6,0 Log UFC/g,
por lo que las muestras de los panes candeales artesanales analizados en el presente
estudio probablemente aumentaran su carga microbiana con el almacenamiento hasta
alcanzar una cantidad considerada por la ICMSF (International Commission on
Microbiological Specifications for Foods, 1986) que puede ocasionar alteraciones de las

caracteristicas del pan.

Respecto a los niveles de levaduras, se observaron los mayores recuentos en la
corteza del pan de molde artesanal (1,63 £ 1,90 Log UFC/g). La corteza del pan candeal
artesanal fue la que presentd los mayores recuentos de mohos (1,85 + 0,21 Log UFC/q),
mientras que la miga del pan de molde artesanal fue donde se observaron los menores
recuentos (0,42 + 0,85 Log UFC/qg). La presencia de mohos en el pan puede deberse a
dos aspectos: uno de ellos es la posible presencia de estos microorganismos en las
materias primas, como lo demuestran algunos autores (Cardoso et al., 2019; Legan,
1993), quiénes encontraron unos recuentos entre 1,88 y 5,46 Log UFC/g en harina de
trigo; y el otro es que estos mohos lleguen al producto terminado por contaminacién
aérea, indicador de malas préacticas higiénicas debido a que el establecimiento no ha
sido limpiado, desinfectado y ventilado correctamente. Los establecimientos
elaboradores o panaderias son lugares donde se produce condensacion debido a los
procesos que se llevan a cabo, lo cual crea unas condiciones favorables para que los
mohos puedan crecer. Los recuentos totales de mohos y levaduras de este estudio,
entre 0,85 Log UFC/g y 2,47 Log UFC/g, estuvieron en el rango de los encontrados por
Katsi et al. (2021), quiénes encontraron valores de 2 Log UFC/g en un pan estandar. De
acuerdo con Atanda et al. (2011) las micotoxinas pueden encontrarse en el producto
después de 24 h de haberse producido la contaminacion de estos microorganismos.
Ademas, estos autores indican que ciertas especies de mohos de los géneros de
Aspergillus, Fusarium y Penicillium crecen durante el almacenamiento de alimentos, a
una aw de 0,65. De esta manera, si el pan llegara a contaminarse, estos
microorganismos podrian producir micotoxinas debido a que todos los tipos de panes

analizados en el presente estudio tuvieron una aw superior a 0,65 (Anexo I).
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Todas las muestras analizadas tuvieron recuentos de E. coli por debajo del LOQ, por

lo que estos resultados no se muestran en las tablas.

El PCA realizado se muestra en la Figura 1. El Componente 1 explicé el 25,09% de
los datos, el Componente 2 el 15,64% y el Componente 3 el 13,41%, explicando en
conjunto un 54,14% de la variabilidad en los datos originales. La prueba factorial, con la
medicion de Kaiser-Meyer-Olkin para Muestreo Idoneo, mostré un valor de KMO =
0,63469.

Figura 1. Analisis de Componentes Principales en funcién del tipo de pan y del tipo de establecimiento

analizado
A
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A: PCA por tipo de pan (o: Barra; o: Barra integral; ©: Pan candeal; x: Pan de molde) del Componente 1
(25,09%) frente al Componente 2 (15,64%); B: PCA por tipo de pan (o: Barra; o: Barra integral; ©: Pan
candeal; x: Pan de molde) del Componente 2 (15,64%) frente al Componente 3 (13,41%); C: PCA por origen
de pan (o: Artesanal; o: Industrial) del Componente 1 (25,09%) frente al Componente 2 (15,64%).

El Componente 1 esta principalmente influenciado por FAM, levaduras, coliformes,
Bacillus spp. y BAL. Las bacterias y levaduras son las que explican este primer
componente, entre ellas Bacillus spp. que junto con coliformes son indicadores de
calidad higiénica. Por lo tanto, el Componente 1 (células vegetativas) se puede asociar
a la calidad higiénica de las instalaciones del establecimiento. EI Componente 2
(esporulados) esta relacionado con la presencia de microorganismos esporulados,
mohos y clostridios, que estarian implicados la calidad del aire del establecimientos
(Bernardi et al., 2019) o la materia prima. Estos dos grupos microbianos explican el 90%
de este segundo componente. El Componente 3 es explicado principalmente por BAL y

esta indirectamente relacionado con Clostridium spp.
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Como se observa en la Figura 1, el factor células vegetativas (Componente 1) separé
adecuadamente el pan industrial del artesanal. Se observaron niveles mas altos de los
microorganismos que explican el Componente 1 para el pan artesanal, indicando menor
calidad higiénica en el procesado en este tipo de pan (Figura 1 C). El factor esporulados
(Componente 2) no fue capaz de separar los panes segun su origen. Sin embargo, a
partir del factor esporulados se separaron los tipos de panes (Figura 1 A y B) en base
a sus recuentos de mohos y Clostridium spp. El pan integral tanto industrial como
artesanal present6 un alto recuento de mohos tanto en corteza como en la miga (1,02 —
1,39 UFC/qg). El pan candeal, que a pesar de tener los niveles de Clostridium spp. por
debajo de su LOQ, presentd el mayor recuento de mohos (1,85 + 0,21 Log UFC/g) que
ademas de la calidad del aire, la calidad de la materia podria explicar este componente.
Recientemente Cardoso et al., (2019) encontré un recuento superior de mohos en la
harina de trigo integral respecto a harina refinada, con 5,46 y 2,46 Log UFC/G
respectivamente. Ademas, el Componente 1 explicé de manera concreta el tipo de pan
barra (Figura 1 A), debido a sus altos niveles de Bacillus spp. (entre 2,69 + 1,12y 1,80
+ 2,37 Log UFC/g) explicados por este componente. Por ultimo, el Componente 3 explicd
especificamente el pan de molde (Figura 1 B), con mayores recuentos para BAL (1,48
+ 1,19 Log UFC/g), grupo microbiano responsable de este componente. La presencia
de especies bacterianas como BAL en el pan de molde permiten considerar este tipo de
pan como una opcion viable para su uso en el reprocesado de los panes. Sin embargo,
la existencia de potenciales microorganismos patégenos en panes como el candeal, con
un alto nivel de mohos o Bacillus spp., hacen necesario su estudio en profundidad antes
de utilizarlos como materias primas para la elaboracién de nuevos productos. Sin
embargo, podrian considerarse como una alternativa los panes con recuentos
microbianos elevados si a los nuevos productos elaborados a partir de los panes
desechados se les aplica un tratamiento térmico suficiente que permita la destruccién

de estas especies.

4.2 IDENTIFICACION MICROBIANA MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS MALDI-TOF
En la Figura 2 se muestra la identificacion de los microorganismos aislados de los
distintos tipos de pan mediante MALDI-TOF. Se aislaron un total 139 cepas de los
distintos tipos de pan estudiados. El 16,55 % de las cepas aisladas se identificaron como
Micrococcus luteus. El segundo microorganismo mayaoritario fue S. cerevisiae (13,67%).
Ademas, el 14,39% de las cepas aisladas pertenecieron al género Bacillus, entre ellas
B. subtilis (5,76%), siendo el séptimo microorganismo mayoritario; y B. cereus (2,16%).
En menor medida se identificaron especies de diversos géneros como Sthaphylococcus,

Candida, Streptococcus sanguinis, Mycobacterium tuberculosis, Kocuria varians y B.
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licheniformis. Los microorganismos anteriormente mencionados fueron identificados con
puntuaciones superiores a 1,700 segun lo establecido por el proveedor (Bruker
Daltonik).

Figura 2. Identificacion de los principales microorganismos aislados del pan por MALDI-TOF

Tipo de microorganismo identificado

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Numero de especies microbianas identificadas

® Micrococcus luteus B Saccharomyces cerevisiae u Staphylococcus epidermidis

m Staphylococcus warneri Enterobacter cloacae ® Brevibacterium casei

m Bacillus subtilis m Kocuria rhizophila Staphylococcus hominis

B | euconostoc mesenteroides Filifactor villosum B Dermacoccus nishinomiyaensis
Bacillus cereus m Bacillus atrophaeus Bacillus amyloliquefaciens

m Staphylococcus haemolyticus ® Mixta calida Enterobacter asburiae

m Bacillus mojavensis Streptococcus sanguinis Staphylococcus capitis
Staphylococcus auricularis ®m Mycobacterium tuberculosis Kocuria varians
Candida guilliermondii ® Candida parapsilosis Bacillus licheniformis

Para la interpretacion de las referencias al color en la leyenda de esta figura, se sigue un orden de izquierda
a derecha lineal para los datos mostrados en la figura ordenados de forma descendente.

M. luteus puede encontrarse en el pan debido a su gran resistencia al calor. El habitat
principal de Micrococcus es la piel de mamiferos, aunque también puede encontrarse
en carne, productos lacteos, en el agua o en el suelo (Smith et al., 1999). La presencia
de este microorganismo en el pan puede indicar unas practicas de higiene inadecuadas,
contaminacion cruzada con otros alimentos o superficies contaminadas, o0 una
incorrecta formacion de los manipuladores de alimentos que pudieron ser el foco de
transmision de este microorganismo en el pan. Aunque las infecciones en humanos por
especies de Micrococcus son poco habituales, se han informado casos de bacteriemia,
endocarditis, ventriculitis, peritonitis, neumonia, endoftalmitis, queratolisis y artritis

séptica como enfermedades causadas por M. luteus (Rohmatussolihat et al., 2018).

Respecto a S. cerevisiae, fue identificada en 13,67% de los aislamientos estudiados.
Aungue S. cerevisiae es una especia domesticada por el hombre para su uso industrial,
esta levadura puede aislarse facilmente de panaderias, bodegas, cervecerias,
destilerias o vifiedos. También puede encontrarse en la naturaleza en diversas plantas
y frutas, suelo, insectos y sus nidos, asi como en humanos de forma comensal o incluso
como patogeno (Greig & Leu, 2009). Otros autores han asociado la presencia de S.

cerevisiae con el crecimiento de otras levaduras como Candida o Pichia, identificando
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la primera de ellas en los panes analizados en este estudio en el 1,44% de las cepas
aisladas, lo que indica que estas levaduras forman biopeliculas mixtas (Suiker et al.,
2021). Se sabe que las células que forman biopeliculas tienen una mayor resistencia al
estrés y no se eliminan facilmente, pudiendo recolonizar en 2-12 h (Quain & Storgards,
2009; Storgards et al., 2006). Ademas, algunos autores han estudiado la subespecie
diastaticus de S. cerevisiae, y se ha determinado que la prevalencia de sus células
vegetativas y ascosporas en la naturaleza y en la industria cervecera son la principal
causa del deterioro por hongos en las bebidas fermentadas carbonatadas (Suiker et al.,
2021). A pesar de ello, es posible que la presencia de este microorganismo aislado del

pan se deba principalmente a levaduras de uso industrial.

Staphylococcus spp. se identifico en el 24,46% de las muestras de distintos tipos de
pan estudiadas. Otros autores (Rumjuankiat et al., 2017) encontraron este grupo
microbiano en masa de hojaldre con una frecuencia del 30,66%. Estos autores
encontraron un 5,25% de S. epidermidis, un 2,25% de S. warneri, un 2,25% de S.
haemolyticus y un 1,5% de S. hominis en masa de hojaldre, entre otras cepas de este
género. En este estudio se identificaron un 10,07% de S. epidermidis, un 7,19% de S.
warneri, un 1,44% de S. haemolyticus y un 4,32% de S. hominis en distintos tipos de
pan, entre otras cepas del mismo género. Los estafilococos a menudo se encuentran en
el aire, el agua, el polvo, los alimentos, los seres humanos y los animales (Hait et al.,
2014). S. epidermidis y S. haemolyticus pueden producir enterotoxinas estafilocécicas
extracelulares. Ademas, Rumjuankiat et al. (2017) indicaron que S. hominis puede
resistir bajas temperaturas, S. haemolyticus puede sobrevivir a la congelacion y, a pesar
de que S. epidermidis no resiste estas condiciones de baja temperatura, su toxina puede
permanecer en el producto terminado afectando a su seguridad alimentaria. Estos
autores detectaron S. epidermidis y S. warneri en la etapa de formacion de masa de

hojaldre.

Las especies Enterobacter encontradas en este estudio fueron E. cloacae (7,19%) y
E. asburiae (1,44%). Rumjuankiat et al. (2017) identificaron en masa de hojaldre un
37,33% de Enterobacter spp., identificando un 16,5% de E. asburiae y un 3,75% de E.
cloacae, entre otras cepas de este género. Enterobacter spp. se encuentran
normalmente en el suelo, el agua y las plantas y pueden vivir como flora normal en el
tracto gastrointestinal. Rumjuankiat et al. (2017) indicaron que E. asburiae sobrevivio en
la linea de congelacion de choque del hojaldre, sometida a una temperatura de -60 °C
a -70 °C durante 13-18 min. Por otra parte, la mayoria de las cepas que pertenecieron
a esta especie fueron aisladas del medio CHROMagar, mas aun ninguna de las cepas

presuntas Salmonella spp. fueron confirmadas en la identificacion por MALDI-TOF.
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En este estudio se identificaron un 5,76% de cepas de B. subtilis y un 2,16% de B.
cereus en los panes analizados. Valerio et al. (2012) encontraron en muestras de pan
un 9,1% de B. subtilis y un 18,2% de B. cereus, observandose en el caso de estos
autores una mayor identificaciébn de estas especies en comparacion con el presente
estudio. Ademas, estos autores observaron la presencia de B. amyloliquefaciens en un
68,2% de las muestras de pan estudiadas, mientras que en este estudio esta cepa fue
identificada en un 2,16% de las muestras de los distintos tipos de pan analizados. B.
licheniformis también fue identificada (0,72%), y su presencia ha sido relacionada por
otros autores con harina y pan alterados (Pepe et al., 2003; Sorokulova et al., 2003).
Estas bacterias pueden causar el deterioro de la cuerda en el pan, especialmente B.
amyloliquefaciens y B. subtilis (Valerio et al., 2012). Por su parte, B. cereus ademas de
causar el deterioro de la cuerda puede ocasionar dos tipos de intoxicaciones
alimentarias: la forma diarreica, ocasionada por la ingestion de esporas bacterianas que
producen enterotoxinas en el intestino; y la forma emética, asociada a la ingestion de
una toxina preformada en el alimento (Duc et al., 2005). La concentracion de B. cereus

causante de enfermedad en el ser humano es de 5 Log UFC/g (Kaur, 1986).

Mycobacterium tuberculosis fue identificada en un 0,72% de las muestras de pan
analizados por MALDI-TOF. EI complejo de bacterias pertenecientes a M. tuberculosis
comprende M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis o M. microti, entre otros (Rastogi et
al., 2001). Las bacterias de este complejo se consideran subespecies debido a su
similitud del 99,9% a nivel de nucleétidos. Es por ello que la identificacion de M.
tuberculosis realizada en este estudio, con una puntuacién de 1,703 por MALDI
BioTyper, es una probable identificacién del género bacteriano, pero con un bajo nivel
de seguridad sobre la identificacion de la especie. Podria completarse con una
identificacion fenotipica o genética como una PCR para poder comprobar la presencia
de esta especie en pan. Por ejemplo, M. bovis puede infectar una gran variedad de
especies de mamiferos, incluido el hombre (O’Reilly & Daborn, 1995), mientras que la
infeccion por M. tuberculosis es casi exclusivamente humana (Neill et al., 2005). Por
tanto, no es posible asegurar el origen de esta cepa bacteriana identificada en las
muestras de pan. En caso de confirmar ser M. bovis podria tener origen en la leche en
polvo utilizada para la elaboracién del pan de molde (muestra de pan donde se identifico
esta cepa, como se observa en la Figura 3), pues esta especie bacteriana puede
transmitirse a los humanos por el consumo de productos lacteos de animales enfermos
(Grange, 2001). En cualquier caso, es una bacteria con potencial patbgeno que no
sobrevive a las condiciones del horneado del pan y que su presencia en el producto

terminado es por una probable contaminacién cruzada o por malas practicas higiénicas.
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En la Figura 3 se muestra la identificacion de los principales microorganismos

aislados del pan realizada mediante MALDI-TOF en funcion del tipo de pan.

Figura 3. Identificacion de los principales microorganismos aislados del pan por MALDI-TOF en funcion del
tipo de pan analizado
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A: ldentificacién para Barra; B: Identificacion para Barra integral; C: Identificacién para Pan candeal; D:
Identificacion para Pan de molde

La barra y la barra integral presentaron como principal microorganismo identificado
M. luteus (31,03% y 20,83% respectivamente). Ambos tipos de panes también
mostraron la presencia de B. cereus. En Espafa, el pan fresco normal es el pan con
mayor consumo per capita (23,82 kg/persona/afio) segun los datos del Ministerio de
Agricultura Pesca y Alimentacion (2020), con un consumo medio superior al resto de
panes. La alta demanda de la barra puede explicar una manipulacion elevada de la
misma en el establecimiento expendedor, lo que puede explicar la presencia de M.
luteus (31,03%) en este tipo de pan. A pesar de ser un pan con una alta demanda en
comparacion con el resto de tipos de pan analizados, se identificaron especies de
Bacillus en un 6,90% asi como especies de Staphylococcus (37,93%), siendo la
mayoritaria S. epidermidis con un 24,14%. La contaminacion cruzada y las malas
practicas higiénicas y de manipulacion de este tipo de pan pueden explicar su
contaminacion, por lo que una correcta formacién y concienciacion de los manipuladores
de alimentos podria ser una solucion a este desarrollo microbiano que no deberia estar

presente tras el horneado del pan.
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El consumo en Espafa del pan fresco integral se sitla en 2,18 kg/persona/afio en el
afio 2020 (Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacién, 2020). EI menor consumo del
pan integral puede explicar una presencia generalizada de varios grupos microbianos
debido al estancamiento de este tipo pan en el punto de ventay, por ello, tener un mayor
riesgo de contaminacién cruzada o contaminacion por el ambiente del obrador. Por una
parte, la presencia de M. luteus (20,83%) puede ser explicada por la manipulacion
intermedia de este tipo de pan, comparada con otros tipos de pan menos demandados,
en el establecimiento expendedor. Sin embargo, su baja preferencia por parte de los
consumidores puede suponer un mayor riesgo de contaminacién por especies de
Staphylococcus (20,83%), cuya presencia puede tener origen en la contaminacion por
el aire, el agua, el polvo, otros alimentos o la propia manipulacién humana en el
establecimiento (Hait et al., 2014). La presencia de un 12,50% de Bacillus spp. indica
una posible contaminacién con materias primas contaminadas y un riesgo elevado de
desarrollo en este tipo de pan del deterioro de la cuerda. La presencia de estos
microorganismos también puede ser explicada por la presencia en la harina integral del

pericarpio del cereal, expuesto a mayor contaminacion por aire o polvo.

En el caso del pan candeal, el microorganismo mayoritario fue B. subtilis (26,92%) v,
a diferencia del resto de panes, no se observo presencia de B. cereus. A pesar de no
existir datos oficiales del consumo de otros tipos de panes en Espafia, un estudio sobre
los habitos de consumo y la percepcion de los consumidores sobre el pan realizado por
el grupo de investigacion sobre cereales Innograin (2021) indicé que los panes de baja
hidratacibn (como los candeales) tuvieron una preferencia del 11% entre los
encuestados. Es llamativo que el pan candeal, que por definicibn es un pan de baja
hidratacion, mostrara los recuentos y la identificacion mas elevados de Bacillus spp.
(42,31%), microorganismos que requieren una aw > 0,95 para crecer. Sin embargo, a
pesar de ser un pan por definicion de baja hidratacién, la miga del pan candeal artesanal
mostré los mayores resultados para aw (0,99 + 0,00) (Anexo I). Concretamente, B.
subtilis se identifico en el 26,92% de las muestras de pan candeal. Esto puede ser
debido a una incorrecta manipulacién del producto terminado o debido a una localizacién
en el establecimiento para su exposicion y venta en un lugar apartado y menos limpio
por su reducida demanda o éxito comercial. Por lo tanto, estos datos pueden indicar un

riesgo incrementado de desarrollar este tipo de pan el deterioro de la cuerda.

Por su parte, el pan de molde tuvo una identificacion del 22,22% de S. cerevisiae,
siendo el principal microorganismo presente en este tipo de pan. Ademds, se
identificaron microorganismos patégenos como E. cloacae (8,33%), B. cereus (2,78%)

o M. tuberculosis (2,78%), entre otros, como puede observarse en el Anexo Il. En el
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estudio anteriormente mencionado realizado por el grupo de investigacion de Innograin
(2021) se indic6 una preferencia de los panes de molde del 8%, reducida en
comparacion con otros tipos de pan. La localizacién para la venta de este tipo de panes
menos demandados en el establecimiento expendedor puede suponer un foco de
contaminacién microbiana, como ha sido explicado anteriormente. Estos resultados
ponen de manifiesto la contaminacion tras el horneado que sufre el pan, bien por
contaminacién cruzada con otros alimentos o ingredientes, por contaminacion aérea o

por malas préacticas higiénicas y de manipulacion.

5 CONCLUSIONES

La presencia de microorganismos como coliformes, Bacillus spp., FAM, mohos y
levaduras revela que se requiere implementar o mejorar las buenas practicas de higiene
alimentaria tanto en procesos productivos artesanales como industriales. La certificacion
de la calidad de las materias primas, la desinfeccién de superficies de contacto y la
formacion y concienciacion de los manipuladores de alimentos podrian ser algunas de

las medidas que permitan reducir la contaminacién del pan.

El pan es considerado un alimento estable tras el horneado, pero su deterioro
causado por re-contaminacién y crecimiento bacteriano hace que su vida util se vea
comprometida. Los microorganismos identificados de forma mayoritaria en este estudio
fueron Bacillus spp., coliformes y FAM. De forma general, los recuentos de Clostridium
spp., Salmonella spp. y levaduras fueron minoritarios en las muestras analizadas. Entre
los microorganismos asilados del pan identificados por MALDI-TOF se encontraron
especies con un potencial patbgeno como E. cloacae, B. cereus, E. asburiae, M.
tuberculosis, C. guilliermondii y C. parapsilosis, cuya presencia en el pan pudo ser
debida a contaminacion cruzada o a malas préacticas de higiene y manipulacion tras la

coccién de este producto.

El nivel de mohos encontrados en este estudio, teniendo en cuenta que la ay de los
panes evaluados fue superior a 0,65, revela que en estos tipos de pan los mohos podrian
formar micotoxinas cuando son almacenados durante mas de 24 h a altas temperaturas.
Se necesitan mas estudios donde se analicen diferentes tipos de pan en funcién del tipo
de elaboracion u origen para poder establecer la posible formacién de micotoxinas. De
esta forma, se podrian evaluar las diversas condiciones ambientales y de temperatura
que permitirian alcanzar niveles de crecimiento microbiano en el pan que pudieran

advertir potenciales problemas de seguridad alimentaria.
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7 ANEXOS

7.1 ANEXOI
Ratio
Tipo de Corteza/ H NacCl Humedad NaCl/H dad
imi a al umeda
Establecimiento pan Miga lw p /100 g 9/100 g y
0
Artesanal Barra Corteza 087005 573:012 ®®  165:030 % 1753:063 &  946+183 "
Miga 0,98+0,00 © 582+020 ®  120:015 2 41,99+3.24 © 2,86+0,34 @
Barra a ab f b fgh
inteqral Corteza  0,85+0,03 5,63+0,15 1,97+0,13 23,10+ 2,06 8,53+0,28 9
integral
Miga 097+0,00 ¢  619+042 © 1,42+0,05 24 4465+249 © 3,20+0,08 2
Pan a ab def ab h
deal Corteza 0,87 0,05 5,64+0,11 1,73+0,17 19,24+ 0,87 9,04+1,13 9
candeal
Miga 099+000 ¢  569+013 ®  121+011 34,41+0,44 9 353+0,36 2P
Pan de a ab cdef cd cd
@ Corteza  0,85+0,02 5,68+ 0,33 1,61+0,37 31,13+4,71 5,15+0,61
molae
Miga 0,97 +0,01 © 566+043 ®  128:+010 ®°  4213+621 © 3,06+0,26 @
Industrial Barra Corteza  0,90+006 2 582008 ®  163+030 °%f 1879:018 & ge8+153 fo
Miga 0,98+0,01 © 5924022 b° 1,28+025 ¢ 4150+1389 © 3,08+0,49 @
Barra a a def b ef
intearal Corteza 0,87 +0,06 5,50 + 0,09 1,71+0,29 23,27+ 4,61 7,38+0,42
integral
Miga 0,96+0,00 ¢ 555+0,08 2 1,25+041 @ 4391+7,44 © 2,81+0,75 2
Pan a ab bede ab ef
deal Corteza  0,88+0,08 5,66 + 0,09 1,56 + 0,46 20,47 +0,83 7,71+256 ©9
candeal
Miga 0974000 ¢ 572013 ®  125:022 ® 35,68+506 ¢ 349+0,24
Pan de a ab ef c de
» Corteza 0,87 +0,09 5,71+0,32 1,86+0,23 29,22+2,91 6,36+ 0,58
molae

Miga 0,95+0,00 *° 5742041 ®  164+006 % 3579x157 ¢ 458+0,13 ¢

ah Columnas con distintas letras indica diferencias significativas (p < 0,05). n = 4, cada valor corresponde a
la media de 4 ensayos
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Tipo de microorganismo identificado
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7.2 ANEXOII

>

"

2 4 6 8 10
Numero de especies microbianas identificadas

m Staphylococcus epidermidis
m Staphylococcus hominis

m Micrococcus luteus

m Staphylococcus warneri
Kocuria rhizophila m Brevibacterium casei

m Saccharomyces cerevisiae m Enterobacter cloacae
Dermacoccus nishinomiyaensis ®Bacillus cereus
Bacillus atrophaeus

C

2 4 6 8
NUmero de especies microbianas identificadas

m Bacillus subtilis

m Enterobacter cloacae
Bacillus mojavensis

m Staphylococcus hominis
Bacillus licheniformis

m Saccharomyces cerevisiae
m Staphylococcus epidermidis
m Staphylococcus warneri

m Filifactor villosum

m Bacillus atrophaeus

Tipo de microorganismo identificado

o

Tipo de microorganismo identificado

o

2 4 6 8 10 12
NuUmero de especies microbianas identificadas

m Micrococcus luteus

m Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus warneri

m Brevibacterium casei
Staphylococcus hominis
Streptococcus sanguinis
Kocuria varians
Enterobacter cloacae

m Bacillus subtilis

m Bacillus atrophaeus

B Saccharomyces cerevisiae
m Kocuria rhizophila
m | euconostoc mesenteroides
m Bacillus amyloliquefaciens
m Dermacoccus nishinomiyaensis
m Staphylococcus capitis
m Filifactor villosum
m Candida guilliermondii
Bacillus cereus

2 4 6 8 10
Numero de especies microbianas identificadas

| Staphylococcus warneri

m Enterobacter cloacae

m Staphylococcus haemolyticus
m Enterobacter asburiae

m Staphylococcus epidermidis
m Mycobacterium tuberculosis
m Filifactor villosum

m Bacillus cereus

m Saccharomyces cerevisiae

m Micrococcus luteus
Brevibacterium casei

m Mixta calida
Staphylococcus hominis
Staphylococcus auricularis
Kocuria rhizophila
Candida parapsilosis

A: Identificacion para Barra; B: Identificacion para Barra integral; C: Identificacion para Pan candeal; D:
Identificacion para Pan de molde. Para la interpretacion de las referencias al color en la leyenda de esta
figura, se sigue un orden de izquierda a derecha lineal para los datos mostrados en la figura ordenados de

forma descendente.
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