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RESUMEN

En Colombia, se producen, en forma tradicional y de manera
empirica, masas de maiz fermentadas. El desconocimiento,
tanto del proceso como de las caracteristicas requeridas en
el producto final y la falta de control en la fabricacién, hace
que las masas obtenidas no sean de calidad constante; por
lo tanto, se realiz6 el andlisis de los cambios en las propie-
dades reoldgicas de las masas, con diferentes temperatu-
ras y tiempos de fermentacién, empleando, para tal fin, un
inéculo puro de Lactobacillus plantarum (CPQBA 087-11
DRM) aislado, de masas tradicionales del Valle del Cauca.
Para el andlisis estadistico, se aplicé un diseno experimental
compuesto central rotatorio, con valores de temperatura de
fermentacién, con valor méximo y minimo, de 45 y 35°C,
respectivamente y tiempo de fermentacién, con valor mini-
mo de 12h y méximo de 48h. Los resultados mostraron que
el médulo viscoso y el dngulo de fase de las muestras, indi-
caron incrementos desde 1,18x10°Pa hasta valores mayores
a 1,4x10°Pa y desde 11,9° hasta angulos mayores a los 20°,
respectivamente. Por el contrario, se evidencié una disminu-
cion en el médulo de almacenamiento, con valores desde
5,59x105 hasta valores inferiores a 3x105Pa, debido a la pre-
sencia de acidos orgénicos y enzimas amiloliticas produci-
das por las bacterias lacticas, las cuales, afectan la estructura
de los granulos de almidén.

Palabras clave: Masas, fermentacion, bacterias, reolégicas,
modulos, viscoelasticas.

SUMMARY

Fermented corn doughs are produced in Colombia in a
traditional and empirical way. The unawareness of both the
process and the characteristics required in the final product,
as well as the lack of control in the manufacturing make the
obtained dough inconsistent. Therefore, analysis of changes
were made to the rheological properties of doughs, using
different fermentation times and temperatures, using a pure
inoculum of Lactobacillus plantarum (087-11 CPQBA DRM)
isolated from traditional doughs of the Valle del Cauca for
this purpose. A rotatable central composite experimental
design was used for statistical analysis with temperature
fermentation with maximum and minimum values of 45 and
35°C respectively and fermentation time with minimum 12h
and maximum 48h. The results showed that the viscous
modulus and the phase angle of the samples, showed
increases from 1.18x10°Pa to values greater than 1,4x105Pa
and from 11.9° to angles greater than 20° respectively. On the
contrary, a decrease in the storage modulus was noted with
values from 5.59x10°Pa to values below 3x105Pa, due to the
presence of organic acids and amylolytic enzymes produced
by the lactic acid bacteria, which affect the structure of the
starch granules.

Key words: Dough, fermentation, bacteria, rheological,
moduli, viscoelastic.
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INTRODUCCION

Las empanadas con masa de maiz, los tamales vallunos y las
tortillas de maiz para preparar sopa son alimentos comun-
mente consumidos en Colombia y son producidos, tradicio-
nalmente, utilizando masas fermentadas. En Colombia, las
areas sembradas de maiz, para el 2008 y 2009, fueron de
623.025 y 591.890ha, respectivamente, lo que demuestra
la importancia de este cultivo (FAO, 2010). Ademas, la Pre-
sidencia de la Republica implement6 el proyecto PAIS MAIZ,
para incrementar la siembra de la variedad QPM, mediante
el uso de semillas certificadas de hibridos y de transgénicos.

Las bacterias acido lacticas —BAL-, se encuentran en una
gran variedad de ambientes, incluyendo, productos lacteos,
vegetales y plantas, cereales, carnes y productos carnicos.
Muchas especies de estas bacterias, se emplean para la ma-
nufactura y la conservaciéon de viveres; en algunos alimentos,
las BAL se encuentran como contaminantes o adicionadas
como cultivos iniciadores, para controlar los procesos de fer-
mentacién (Mayo et al. 2010). Las masas tradicionales co-
lombianas, se fabrican mediante el remojo de los granos de
maiz crudo, por un periodo entre tres y siete dias, cambiando
el agua diariamente, exponiendo los tanques de preparacion
al sol durante el dia y resguardandolos durante la noche, sin
la utilizacién de cultivos iniciadores para el proceso.

El contenido de una flora natural de bacterias acido lacticas
en cereales se ha destinado, por tradicion, en una gran varie-
dad de productos, algunos de ellos son el kenkey y el mawe,
que se fabrican comtnmente en Africa, a base de maiz. Se
ha demostrado que la fermentacién &acido lactica tiene un
impacto favorable, no sélo en el sabor, el aroma y la textura,
sino en el aumento en la digestibilidad de este cereal (Nout,
2009).

Este tipo de masas también podrian ser aprovechadas para
la produccion de panes libres de gluten, ya que se ha presen-
tado un aumento en el nimero de personas con enfermedad
celiaca (Green & Cellier, 2007) y las opciones de panes en
el mercado, a base de maiz y arroz, son de baja calidad,
tanto en su sabor como en su textura (Niewinski, 2008). De-
bido a que las masas deben ser lo suficientemente elsticas
y viscosas para facilitar su procesamiento y su aplicaciéon en
productos de panificacién, se requiere del estudio de sus
propiedades viscoelasticas, mediante el andlisis reolégico di-
némico, como los componentes elastico y viscoso, los cua-
les, pueden ser afectados por el proceso de fermentacion
con BAL amiloliticas.

Los métodos reolégicos miden las propiedades viscoelasti-
cas macroscopicas de la masa y sus componentes, donde,
G~ es conocido como el médulo de almacenamiento, que
determina el comportamiento elastico, mientras que el mé-

dulo G””, se conoce como mddulo de pérdida y describe el
comportamiento viscoso del material analizado. El compo-
nente elastico G” es una medida de la energia guardada en
el material en deformacién sinusoidal y recuperada por ciclo,
mientras que el componente viscoso G”~ es la medida de la
energia disipada o pérdida en forma de calor por ciclo de de-
formacién (Mirsaeedghazi et al. 2008). Finalmente, el &ngulo
de fase, se calcula mediante la relaciéon entre G*”" y G y es
la medida de la contribucién relativa de cada componente
(Masi et al. 2001).

El objetivo de esta investigacién fue analizar el comporta-
miento de las propiedades reolégicas de una masa de maiz
sometida a tratamientos de tiempo y de temperatura de fer-
mentacién, mediante el uso de la cepa Lactobacillus plan-
tarum (CPQBA 087-11 DRM) aislada de masas é&cidas, tra-
dicionalmente producidas en el Valle del Cauca, Colombia y
caracterizada como amilolitica.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo: Durante el proceso de fermentacion, se
empleo la bacteria Lactobacillus plantarum (CPQBA 087-11
DRM), como cultivo iniciador, que fue aislado de masas aci-
das, tradicionalmente producidas en diferentes municipios
del Valle del Cauca, Colombia. A este microorganismo, se le
realizd, por anticipado, la caracterizacién, mediante pruebas
de produccién de ga,s a partir de glucosa, resistencia a pH
bajo, determinacién de la actividad amilolitica, andlisis de
produccién de acidos organicos por cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC), deteccién de los isémeros del aci-
do lactico, poder de inhibicion frente a bacterias patoégenas
y actividad antifangica in vitro, ensayos de competitividad,
pruebas de actividad proteolitica, pruebas bioquimicas e
identificacién molecular, para asegurar que las cepas fueran
seguras, para su uso en alimentos (Betancourt et al. 2013).

Produccién de harina y masas de maiz: Para la produccién
de la harina y la masa de maiz, se manej6é maiz QPM, donado
por el Consorcio Latinoamericano y del Caribe de Apoyo a
la Investigacién y al Desarrollo de la Yuca, CLAYUCA,; para
la obtencién de la masa, los granos crudos y secos fueron
molidos y tamizados con malla Tyler nimero 30. La harina
se empaco en bolsas plésticas al vacio y se almacené a 8°C,
en una nevera comercial.

El inéculo, se preparé en medio de cultivo MRS (De Man et
al. 1960), hasta el tiempo de méxima obtencién de células.
Debido a que el medio de cultivo utilizado no es apto para el
consumo humano, la suspensién de células obtenida se cen-
trifugé a 5000rpm, durante 10min; se separ6 el sobrenadan-
te y se le adiciond agua estéril. A partir de esta concentracion
de células, se tomé una alicuota de la suspensién y se realizé
la inoculacién de un medio liquido a base de maiz (5g de
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harina de maiz QPM/100mL de agua); posteriormente, la ha-
rina se inoculd con la suspension de células, obteniendo una
masa con el 10% de indculo, con una relacién harina:agua
de 1,0:0,8. La inoculacién e hidratacion, se realizaron en ca-
bina de flujo laminar y, la homogenizacién, se llevé a cabo
en una mezcladora de laboratorio limpia y desinfectada, de
marca Walita Master, Brasil. Igualmente, se usaron guantes
estériles, para asegurar asepsia en la manipulaciéon de las
muestras. Para establecer la homogeneidad de la mezcla, se
efectuaron pruebas de conteo de células viables a diferentes
tiempos de mezclado, en puntos aleatorios de la masa.

Las masas fueron prensadas en recipientes plasticos sella-
dos, para asedurar anaerobiosis y, la temperatura de fermen-
tacion, se control¢ utilizando incubadoras programadas a las
temperaturas obtenidas, a partir del diseno experimental.

Diseno experimental: Para el andlisis estadistico, se aplico
el diseno experimental central compuesto con dos factores,
que son temperatura de fermentacién, con valor méximo y
minimo de 45 y 35°C, respectivamente y, tiempo de fermen-
tacién, con valor minimo de 12h y méximo de 48h; el disefio
experimental cuenta con cinco niveles (2 factorial, 2 axial, 1
central). El diseno experimental, se ajusté a un modelo de
segundo orden (Ecuacién 1):

Y=PBo+Xis B X + iy Bux? + Xic; DBy xi %) + € (1)

Las variables de respuesta fueron los médulos G, G”” y el
angulo de fase. Los valores experimentales fueron analizados
utilizando el programa Minitab 14®.

Medicion de pH: A cada muestra fermentada, se le determi-
noé el pH, aprovechando un equipo Thermo Scientific (Orion
3 Star, Singapur); para ello, se tomaron 10g de masay se le
adicionaron 100mL de agua destilada. La muestra se man-
tuvo en agitacién durante 10min y se procedi6 a realizar la
medicion.

Determinacion de propiedades viscoelasticas: A cada
muestra, correspondiente a los diferentes tiempos y tempe-
raturas de fermentacién, se le determinaron los parametros
viscoelésticos G°, G” " y el &ngulo de fase, mediante pruebas
dindmicas de oscilacién, empleando un reémetro rotacional
(Bohlin Rotational Rheometer CVO 100D, UK). Se utilizé un
sistema de platos paralelos de 20mm de didmetro y distan-
cia (Gap), entre platos de 2mm. Previo a la medicién, to-
das las muestras se dejaron en reposo durante 15min, para
permitir la relajacién de las mismas (Magana-Barajas et al.
2009). Cada muestra, se colocé en la placa del reémetro y
el exceso del material se retir6 con una espétula plastica. El
borde expuesto de la muestra, se cubrié con una fina capa
de aceite de parafina ligero, para prevenir la evaporacién du-
rante las mediciones.

Se aplicé un test de barrido de esfuerzo, para identificar la
regiéon viscoelastica lineal. Con base en este resultado, se
determind un nivel de esfuerzo dentro de esta regién lineal;
posteriormente, a todas las muestras fermentadas y no fer-
mentadas, se le realizaron un barrido de frecuencias, entre
0,1y 10Hz. Todas las pruebas se efectuaron a 25°C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Comportamiento de pH en funcién de la temperatura y
tiempo de fermentacién: El valor inicial del pH para la masa
sin tratamiento con BAL fue de 6,11=0,2 y al ser inoculada
con BAL, alcanzé un pH de 5,65+0,1. Este resultado es es-
perado, ya que la suspensién de BAL presenta produccién
de &cidos orgénicos durante la fermentacién (Reddy et al.
2008).

La figura 1 muestra el comportamiento del pH en funcién de
la temperatura y el tiempo de fermentacién. Se observa, que
las muestras en todos los tratamientos mostraron valores de
pH inferiores a 4,0, para tiempos superiores a 25h, en los
intervalos de temperatura entre 33 y 47°C, del proceso de
fermentacion, que se encuentra en el rango meséfilo, apto
para el crecimiento de las BAL.

Valores bajos en el pH (4,05) fueron obtenidos por Valmorri
et al. (2008), durante la fermentaciéon de masas éacidas fer-
mentadas tipicas italianas, utilizando S. cerevisiae/L. plan-
tarum en cocultivo. De igual modo, Plessas et al. (2008)
realizaron fermentaciones de masas de trigo, con Kluyve-
romyces marxianus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulga-
ricus y Lactobacillus helveticus, a 30 y 40°C, alcanzando
un valor de pH de 4,3, para temperaturas cercanas a 40°C.
Katina et al. (2007) obtuvieron 3,7 de pH durante la fermen-
tacién de centeno, con adicién de L. plantarum, a 30°C, du-
rante 20h. Igualmente, De Angelis et al. (2006) fermentaron
masas de centeno con una mezcla probiética comercial, a
37°C, durante 24h, alcanzando valores de pH de 3,8 y Moore
et al. (2007) aprovechando dos cepas de L. plantarum (LP
2115 KW y LP FST 1.11), para la fermentacién de harina de
trigo durante 48h, obteniendo valores de pH de 3,87 y 3,81,
respectivamente.

Propiedades reoldgicas: Para la realizacion de las pruebas
reolégicas dindmicas, se determind previamente la zona vis-
coelastica lineal, mediante un barrido de esfuerzo, el cual
se ejecutd, con la finalidad de asegurar que no se presen-
tan cambios estructurales, debido a la aplicaciéon de esfuer-
zos elevados durante las pruebas de barrido de frecuencia.
Como resultado, se seleccioné un esfuerzo de 15Pa.

En la figura 2, se muestra la superficie de respuesta para el
modulo de almacenamiento G”, que presenta un valor mi-
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Figura 1. Comportamiento del pH en funcién de la temperatura y tiempo de fermentacién.

Figura 2. Superficie de respuesta para el médulo de almacenamiento (Q’).
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nimo, para referencias cercanas a 40°C y 30h de fermenta-
cién. Estos valores bajos de G* muestran una reduccién en
el dominio de sus propiedades elasticas, que esta relaciona-
da directamente con los totales minimos de pH obtenidos,
durante el proceso de fermentacion. Este comportamiento
puede ser atribuido a que durante los procesos de fermen-
tacién con BAL, se presenta la hidrdlisis acida y enzimatica
de los granulos de almidén. Esta hidrdlisis, se reportd en
el estudio de Haydersah et al. (2012), donde se mostré un
cambio en la consistencia de los productos de mezclas espe-
sas a base de almiddn, hacia productos de consistencia mas
liquida; de igual manera, se evidencié la produccién de mal-
tooligosacéridos en los productos amilaceos fermentados.

Para un nivel de significancia del 5%, se tiene que, en este
modelo, la constante, los paréametros asociados a la tempe-
ratura, la temperatura al cuadrado, el tiempo al cuadrado y
la relacién tiempo-temperatura resultaron estadisticamente
significativos (p<0.05), para el modelo ajustado; es asi que
el modelo de segundo orden ajustado esta dado por la ecua-
cién 2:

§ = 6810145 - 313141x1 + 3964x,° + 308x2" - 418 x1 x2  (2)

El coeficiente de determinacién R2, para este modelo, fue
0,9461, lo que significa que el 94,61% de la variabilidad del
modulo de almacenamiento (G”), se explica por el modelo
de superficie de respuesta ajustado.

Figura 3. Superficie de respuesta para el médulo viscoso (G 7).

La figura 3 muestra la superficie de respuesta para el médulo
viscoso. El ANOVA evidencié un efecto significativo (p<0.05)
de la temperatura y tiempo de fermentacién sobre G”. Se
nota que, para valores de temperatura de fermentacién entre
35y 42°C y tiempos de fermentacién alrededor de las 30h,
se obtienen los mayores valores del médulo G”°. Estos va-
lores de G°~ demuestran que, para los valores mas bajos
de pH obtenidos, por la fermentacién con BAL, se logran
masas con mayor suavidad, es decir, que tienen una mayor
tendencia a comportarse como un material liquido, debido
a la accién de las enzimas amiloliticas y acido orgéanicos,
que provocan la hidrdlisis de los gréanulos de almidén, lo que
facilita los procesos de amasado y mezclado, durante la pro-
duccién de alimentos a base de maiz.

La ecuacién 3 muestra el modelo conseguido para la va-
riable G”7, con un nivel de significancia de 5% (p<0,05);
ademas, se obtuvo un R® de 84,6% y se cumpli6 el supuesto
de normalidad de los residuos, con un valor de la media cer-
cana a cero, de 5,7372 x 10,

§ = -613173 + 40223x;: - 526x:° 3)

El &ngulo de fase para los procesos de fermentacién a dife-
rentes tiempos y temperaturas, se muestran en la figura 4,
donde se observa que la superficie de respuesta presenta
forma céncava hacia abajo, con un éngulo de fase con un
valor méximo de 24,5° y tan (8)=0,45, aproximadamente a
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Figura 4. Superficie de respuesta para el &ngulo de fase.

40°C y 30h de fermentacién. Los valores obtenidos para la
tan () en todos los tratamientos, se encuentran entre 0,2 y
0,6, lo que indica que las muestras se comportan como un
gel débil (Juszczak et al. 2012). Este comportamiento, se
detectd también en masas libres de gluten a base de almido-
nes modificados de papa y maiz con alta amilasa, durante el
estudio de Witczak et al. (2012).

El aumento del angulo de fase demuestra que las masas fer-
mentadas sufren un mayor cambio estructural para las con-
diciones de proceso, donde los valores de pH son menores.
Clarke et al. (2002) notaron que la adicién de masas acidas
fermentadas producidas utilizando cultivos iniciadores de
BAL, a masas de panificacién, presentaba un incremento en
el angulo de fase comparado con la masa sin adicién o para
masas acidificadas quimicamente.

La figura 5 muestra curvas tipicas del comportamiento reol6-
gico de los médulos G” y G de una muestra sin fermentar
y una muestra fermentada (40°C, 4,5h), durante el barrido
de frecuencias a 25°C; las otras muestras fermentadas con
distintas condiciones de temperatura y de tiempo de fer-
mentacién, manifestaron similar comportamiento reolégico.

Se observa que tanto la curva del médulo G* como la del
modulo G” 7, se incrementan durante el barrido de frecuen-
cias, notandose mayores valores en las curvas del moédulo
elastico (G”). Se advierte, ademas, que las muestras sin fer-
mentar muestran mayores valores de G* que las muestras
fermentadas, lo cual, significa que las muestras sin fermen-

tar presentan dominio del caracter eléstico, es decir, que su
comportamiento tiende a ser como el de un material sélido
(Acevedo et al. 2013).

De igual manera, se evidencian mayores valores del médulo
viscoso (G””) en la muestra fermentada, lo que indica un
comportamiento con mayor tendencia hacia el de un liqui-
do; de otra manera, indica que el proceso de fermentacién
suaviza la masa. Este aumento en el médulo G”~ de la masa
fermentada puede ser atribuida a la produccién de acidos
orgénicos y enzimas amiloliticas por parte de la cepa utiliza-
da en el proceso, ya que la especie Lactobacillus es la que
emplea, de manera mas eficiente el almidén, como fuente
de carbono y para la produccién de energia (Haydersah et
al. 2012). Algunas cepas que hacen parte del grupo BALA
(Bacterias Acido Lacticas Amiloliticas) son Lactobacillus
amylophilus, L. amylovorus, L. acidophilus, L. fermentum
y L. plantarum.

Las enzimas y los 4cidos orgéanicos producidos por las bacte-
rias lacticas atacan las zonas amorfas del granulo de almidén
produciendo dextrinas y glucosa, presentdndose un efecto
plastificante (Reddy et al. 2008).

Este comportamiento viscoelastico de masas de maiz fue re-
portado durante el estudio de Quintanar et al. (2011), para
barridos de frecuencia entre 0,1 y 100 Hz. Igualmente, el pre-
dominio del caracter elastico en masas de maiz, se evidencié
durante el estudio de Casarrubias-Castillo et al. (2012), para
barridos de frecuencia entre 0,1 y 10Hz, a 25°C.
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Figura 5. Barrido de frecuencias a 25°C, para la muestra sin fermentar (M-1) y muestra fermentada (M5); los marcadores sin
relleno representan G”” y los marcadores con relleno sélido representan los valores de G”.

La figura 6 muestra el comportamiento tipico del angulo de
fase para la muestra sin fermentar (M-1) y para una muestra
fermentada (M5). El angulo de fase (8) mostré un incremento
a medida que aument¢ la frecuencia para las dos muestras,
lo cual significa, un incremento relativo en el valor del mé-
dulo G~ 7; sin embargo, los angulos obtenidos se encuentran
en valores cercanos a 0° (sélido de Hook), corroborando el
predominio del comportamiento eléstico (G”) sobre el vis-
coso (G” 7). Al comparar las muestras fermentadas y no fer-
mentadas, se evidencié que las fermentadas expusieron el

mayor valor del dngulo de fase, lo cual, corrobora que el
proceso de fermentacion provoca una disminucién de la vis-
cosidad en las masas de maiz.

Masi et al. (2001) lograron un aumento, tanto en el médulo
elastico como en el viscoso, durante el barrido de frecuen-
cias para masas de trigo sin fermentar, mientras que los
reportados por Newberry et al. (2002), no mostraron dife-
rencias estadisticamente significativas en el médulo eléstico
(G”), ni en el médulo viscoso (G~ 7), entre masas con levadu-

Figura 6. Comportamiento tipico del &ngulo de fase para muestra sin fermentar (M-1) y una de las muestras fermentadas (M5).
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ra y sin levadura, durante 120 min de fermentacién. Por otra
parte, Angioloni et al. (2006) reportan que a dos tiempos de
fermentacién (2 y 4 h), el valor de G” presenta una dismi-
nucién, tanto para masa de panificacién con levadura (BY)
como para masa acida fermentada (SD) activa.

Estos cambios se pueden explicar, debido a la variacién en
el nivel de pH causado por la produccién de acido lactico, lo
que altera el comportamiento reolégico de la masa, ya que,
incluso, pequenos cambios quimicos Yy fisicos, provocan va-
riaciones en la estructura del almidén y, en el caso de harinas
a base de trigo, también se ve afectada la red de gluten,
ocasionando variaciones significativas en las caracteristicas
reolégicas de este tipo de masas (Wehrle & Arendt, 1998).
Moore et al. (2007) encontraron que las masas fermenta-
das de trigo con bacterias acido lacticas fueron mas suaves,
debido a la produccién de acidos organicos, los cuales, au-
mentan la solubilidad de la glutenina e hidrolizan el almidén.

Con base en los resultados anteriores, se evidencié que
las masas de maiz, independientemente de la presencia de
Lactobacillus plantarum (CPQBA 087-11 DRM) y del pro-
ceso de fermentacién, mostraron un predominio del com-
portamiento eléstico sobre el viscoso en cada tratamiento;
sin embargo, al comparar el médulo viscoso G”~ entre las
muestras fermentadas y no fermentadas, se observé que las
masas fermentadas indicaron mayor comportamiento visco-
so, por lo que tienden a ser més suaves, por la fermentacion
lactica. De igual manera, se evidencié que las propiedades
reolégicas de las masas de maiz fermentadas estén direc-
tamente relacionadas con el pH, mostrando que, a medida
que disminuyen los valores de pH, se disminuye el compor-
tamiento elastico, posiblemente, a los cambios estructurales
en los granulos de almidén, provocados por la hidrdlisis 4ci-
da y enzimética, debida a la fermentacién con la bacteria L.
plantarum (CPQBA 087-11 DRM).

Financiacién: Este estudio fue financiado por la Vicerrectoria
de Investigaciones de la Universidad del Valle, a través del
proyecto 2615. Conflictos de intereses: El manuscrito fue
preparado y revisado con la participacién de todos los auto-
res, quienes declaramos que no existe conflicto de intereses,
que ponga en riesgo la validez de los resultados presentados.
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