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GRANOS y HARINAS

La microbiota de los granos de cereales y leguminosas es la
proveniente del suelo y el ambiente del depésito, ademas de la
adquirida durante el procesamiento. Aunque tienen alta
concentraciéon de carbohidratos y proteinas, su baja actividad
de agua restringe el crecimiento microbiano si se almacenan
adecuadamente (1).

Las condiciones de almacenamiento, tales como el
contenido de humedad de los granos, la temperatura y el
tiempo de almacenamiento, son factores criticos en el control
de los microorganismos.

Las distintas variedades de granos no presentan grandes
diferencias entre si, respecto a las poblaciones microbianas.
Los mohos, las levaduras y la mayoria de las bacterias
mesofilicas presentes, son indigenas de las plantas. Algunos
tipos de granos estan constantemente contaminados con mohos
tales como Cladosporium, mientras que otros contienen
Aspergillus, Fusarium, Alternaria y otros.

Los contaminantes bacterianos (coliformes, enterococos, E.
coli) son aportados por los p4jaros, insectos y roedores, los
cuales estan ecolégicamente asociados a los granos (2).

Para prevenir el crecimiento de mohos, el contenido de
humedad de los cereales debe ser tan bajo como sea posible.
Un aumento de 0,5% en el rango de 14,2 a 15,5% eleva la
cantidad del desarrollo de Aspergillus amstelodami, A. repens
y otros en un periodo de un mes.

El ataque fungico de los granos comienza en el campo
antes que el grano esté maduro. La contaminacién con
micotoxinas puede ocurrir en el campo o durante el
almacenamiento y no esta limitada a una regién geografica o
climatica particular (3).

La poblaciéon bacteriana en los granos es alta, pero el
numero de patégenos es bajo y suele incluir B. cereus, C.
perfringens, C. botulinum y en algunos casos Salmonella spp.
Los niveles de mohos y levaduras también son elevados, y si
los granos estan secos mueren lentamente. La baja actividad
agua de los granos de cereales evita el desarrollo de las
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bacterias, pero estos organismos pueden sobrevivir durante la
molienda y contaminar las harinas (2).

El nimero de microorganismos de las harinas de cereales
es relativamente bajo debido a los agentes blanqueadores.
Cuando las condiciones de humedad favorecen el crecimiento
aparecen por lo comun las bacterias del género Bacillus y
diversos tipos de mohos. Varias especies aerdbicas formadoras
de endosporos, son capaces de producir amilasa, la que les
permite usar la harina y productos relacionados. Con una
humedad algo menor puede haber crecimiento micelial y
formacion de esporas fuingicas (1).

Los panes caseros pueden presentar una alteracién limosa
debida a especies amiloliticas de B. subtilis y ocasionalmente
B. licheniformis, B. cereus, B. firmus y B. firmus provenientes
de la harina (4).

Los panes producidos comercialmente carecen de humedad
suficiente para permitir el crecimiento de microorganismos,
excepto los mohos. Estos aparecen cuando el pan es
almacenado en un ambiente himedo o envuelto mientras atn
estd caliente, los mas comunes son Rhizopus stolonifer que
crece a una aw >0,93 y Neurospora sitophila, pero también
suelen desarrollar especies de Penicillium o Aspergillus cuyas
esporas germinan a una aw entre 0,90 y 0,84 (1). Las levaduras
amiloliticas de los géneros Saccharomycodes e Hyphopichia
producen el pan yesoso (5).

El deterioro de los productos de pasteleria refrigerados, por
ejemplo la masa de pizza, es causado principalmente por
bacterias lacticas (Lactobacillus, Leuconostoc y en menor
proporcion Streptococcus), alcanzando valores de 108 ufc/g en
los productos alterados, pero los mohos se hallan en bajo
numero. Las tortas, en cambio, rara vez sufren un deterioro
bacteriano debido a la alta concentracién de azicares pero son
alteradas por los mohos; éstos provienen de cualquiera de los
ingredientes (1).

ANALISIS MICROBIOLOGICO

La microbiota normal de los granos de cereales comprende
mohos (102 - 104 /g), levaduras y hongos levaduriformes (102 -
104 /g), bacterias aerobias (102 - 106 /g), coliformes (102 - 104 /g),
E. coli (<102- 103 /g), actinomicetos (103 - 106 /g).
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RECUENTO DE Bacillus cereus

Sembrar en sendas placas del medio de cultivo con 0,1 mL de
las diluciones decimales del alimento (cominmente 107 a 10°) y
extender el indculo con una varilla de vidrio doblada en L. Incubar
a 30°C durante 24 hs. Si es necesario incubar otras 24 hs.

Observar las colonias redondas, chatas, secas, de color rosado
a violeta pues no ha sido fermentado el manitol, rodeadas de un
precipitado causado por la actividad lecitinasa.

Repicar 5 colonias en agar nutritivo e incubar a 30°C durante
24 hs. Colorear las preparaciones; observar el endosporo verde,
central a subterminal, que no deforma la célula y los glébulos
pseudolipidicos dentro del citoplasma tefiido de azul obscuro.

AGAR MYP. Extracto de carne 1 g, peptona 10 g, D-manitol 10 g,
cloruro de sodio 10 g, rojo de fenol 0,025 g, agar 15 g, agua 900 mL.
Distribuir en porciones de 200 mL Esterilizar a 120°C durante 20
minutos. Enfriar a 50°C, agregar 10 mL de la emulsién de yema de
huevo y 2 mL de la solucion de polimixina.

SOLUCION DE POLIMIXINA. Disolver 500.000 unidades de sulfato de
polimixina B estéril en 50 mL de agua destilada estéril.

COLORACION DE ENDOSPOROS Y GLOBULOS DE POLIHIDROXI-
BUTIRATO.. Cubrir con verde de malaquita al 5% y calentar dos o tres
veces sin que se seque. Lavar, secar con papel y cubrir durante 20
minutos con solucion de negro Sudan B al 0,3% en etanol al 70%. Volcar
y cubrir con xileno durante 10 segundos. Secar y colorear con safranina
al 0,5% durante 20 segundos (2).

La microbiota normal de las harinas y sémolas de cereales
contiene mohos (<102 - 104 /g), levaduras y hongos levadurifor-
mes (<10 - 102 /g), bacterias aerobias (102 - 106 /g), coliformes
(<10- 102 /g), endosporas del limo (<10 - 102 /g). Las harinas de
soja a veces contienen Salmonella (2).

El analisis de los subproductos de cereales (salvado,
harinas, etc) comprende el recuento de mohos (n =5,¢c=2, m =
102 /g y M = 104/g), la investigacién de endosporos de bacterias
formadoras de limo (n =5,¢c =2, m =102 /gy M = 104/g), la de
endosporas de bacterias terméfilas (n=5,¢c=2, m =102 /gy M
=104/g),lade B. cereus(m=5,c=1, m=103/gy M =10%/g) y
la de C. perfringens (n = 5,¢c =1, m = 102 /g y M = 104 /g),
mediante métodos normalizados (6).

Los limites dados por el art 720 del Cédigo Alimentario
Argentino (CAA) para las pastas frescas refrigeradas y
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vendidas dentro de las 48 hs son Salmonella ausente en 25 g y
S. aureus coagulasa positiva < 103 ufc/g, y para las rellenas
ademas de estos valores, clostridios sulfito-reductores < 103
ufc/g. Las pastas frescas adicionadas de propionato o sorbato,
con o sin relleno, deben cumplir (art 721) con mohos y
levaduras < 104 ufc/g, ademas las pautas establecidas en el art
anterior.

Otras bacterias esporuladas anaerobias sulfito-reductoras
ademas de C. perfringens, son C. absonum, C. baratii, C.
celatum, C. bifermentans, C. botulinum, C. sporogenes (2).

RECUENTO DE Clostridium perfringens

Preparar diluciones 10" a 10® en un diluyente con cisteina.*
Distribuir 10 mL de cada dilucién en 10 tubos estériles con tapa a
rosca y volcar de inmediato en cada uno 10 mL de agar sulfito
fundido y a 50°C. Una vez gelificado cubrir con una capa de agar-
agua de 3 cm de espesor. Incubar a 46°C durante 14-18 hs.

Contar el numero de colonias negras y multiplicar por el factor
de dilucién correspondiente.

Confirmar mediante observacion de la inmovilidad de las
células, la reduccioén de nitratos, la licuacion de gelatina en 24-48
horas y la produccién de acido y gas por fermentacion de lactosa
pero no de rafinosa.

DILUYENTE CON CISTEINA. Peptona 1 g, cloruro de sodio 9 g,
clorhidrato de cisteina 1 g, agua 1 litro. Esterilizar a 120°C durante 20
minutos.

AGAR-AGUA. Agar 15 g, agua 1 litro. Esterilizar a 120°C durante 20
minutos.

AGAR SULFITO. Triptona 15 g, extracto de levadura 10 g, citrato férrico
0,5 g, agar 15 g, agua 1 litro, pH 7,0. Esterilizar a 120°C durante 20
minutos. Enfriar a 50°C. Afadir 10 mL de sulfito de sodio heptahidratado
al 5% y 10 mL de D-cicloserina al 4%, esterilizados por filtracion (5).

MEDIO GELATINA LACTOSA. Triptosa 15 g, extracto de levadura 10 g,
lactosa 10 g, gelatina 120 g, rojo de fenol 0,05 g, agua 1 litro, pH 7,5.
Distribuir en tubos con tapa a rosca. Esterilizar a 120°C durante 10
minutos. La licuacion se observa luego de enfriar el cultivo.

MEDIO FERMENTACION. Tripticase 10 g, neopeptona 10 g, agar 2 g,
tioglicolato de sodio 0,25 g, agua 1 litro, pH 7,4. Distribuir en tubos con
tapa a rosca. Esterilizar a 120°C durante 15 minutos. Agregar 1 mL de
solucion estéril de rafinosa al 10% (2).

* No calentar la dilucién porque esta bacteria esporula muy poco en los
alimentos.
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El CAA establece en el art. 1497 para la harina de soja los
limites siguientes: bacterias totales <20.000/g, bacterias
termoéfilas <1.500/g, endosporos <10 /10g, coliformes negativo
/g, E. faecalis negativo /g, Staphylococcus negativo /g, C.
perfringens <100/g, Salmonella negativo /50g, levaduras y
mohos < 50/g, aflatoxinas <30 ng/g (7).

RECUENTO DE Bacillus FORMADORES DE LIMO

Pesar 50 g de harina u otro ingrediente en un recipiente estéril,
agregar 450 mL de solucion de peptona al 0,1%, agitar
enérgicamente durante 2 minutos y colocarlo en un bafio de
agua hirviente durante 20 minutos. Preparar las diluciones 107 a
10™. Sembrar 0,1 mL en sendas placas de agar triptona glucosa,
extendiendo con una varilla de vidrio en L. Incubar a 35°C
durante 48 hs.

Contar las colonias blanco grisaceo, que se vuelven secas y
arrugadas. Multiplicar por el factor de dilucién correspondiente,
para obtener el nimero de endosporos de bacterias formadoras
de limo por gramo.

AGAR TRIPTONA GLUCOSA. Triptona 5 g, extracto de levadura 2,5 g,
glucosa 1 g, agar 15 g, agua 1 litro, pH 7. Esterilizar a 120°C durante 15
minutos (2).
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