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Nunca imagine [legar hasta estas alturas, estudie la primaria en
una escuela bilingiie en un lugar muy alejado de la ciudad en donde
muy pocos conocen, ahi mismo estudie la secundaria y para la
preparatoria viaje a otra comunidad similay a la anterior, no son
escuelas reconocidas y muchos lo toman por de menos, pero quien se
imaginaria de que en esas escuelas estaban y estan formando
personas que traen ese espiritu de (ucha, de esfuerzo, dedicacion y
que siempre [levan en alto el nombre de esos hogares, ahora se
cumple un nuevo objetivo de mi parte y sé que nuestra gente nos

necesita, y para ahi vamos para que juntos sigamos creciendo.
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RESUMEN

En la actualidad los productos horneados como el pan se consumen en casi todo el
mundo, pero la demanda del mercado consumidor de estos productos va cambiando
dia a dia, hoy se requieren alimentos lo mas naturales posibles, asi como también

lo menos procesados.

Debido a esta gran demanda de los alimentos con ingredientes naturales, se realizo
esta investigacion sobre conservadores naturales en panes para prolongar la vida
atil, siendo este uno de los factores principales que es ocasionado principalmente
por microorganismos (hongos, levaduras y bacterias). Para ello se utilizd tres
conservadores naturales; vinagre de manzana, acido citrico y aceite esencial de
orégano, Para el vinagre de manzana se probaron las concentraciones de 1%, 3%,
4% y 5%; para el acido citrico 0.5%, 1%, 3% y 5%; para el aceite de orégano 0.05%,
0.075%, 0.1% y 0.15%, esto en base a la proporcibn de harina, de estas
concentraciones se obtuvieron para cada conservador un porcentaje adecuado que
no modifique principalmente el sabor de los panes, los cuales obtuvimos mediante
una prueba sensorial con jueces semientrenados. Se obtuvieron los siguientes
resultados: para vinagre de manzana 3%; para el &cido citrico 0.5% y para el aceite
de orégano 0.075%. Mediante un programa Minitab 16.1.0.0 con un disefo
octogonal de Tauguchi arreglo L8, esto con el objetivo de hacer las respectivas
sinergias entre los tratamientos, se experimentaron 10 tratamientos y un testigo (sin
conservador) y se realizaron pruebas microbiologicas diariamente por 96 horas y se
determinaron los mejores tratamientos, es decir, los que no presentaron crecimiento
microbiano, posteriormente se realizé una prueba sensorial triangular, para evaluar
el sabor principalmente, en base a los resultados se utilizé una prueba estadistica
Ji-cuadrada con un a =0.05 unilateral con la finalidad de ver si existen diferencias
significativas entre los panes con conservadores y sin estos. Los mejores resultados
fueron los siguientes tratamientos: vinagre de manzana 3%; para el acido citrico

0.5% y para el aceite de orégano 0.075%.

Palabras clave: Pan, conservadores naturales, vida util.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Alargar la vida atil de panes tipo (muffin) mediante la adicion de conservadores

antimicrobianos naturales (aceite de orégano, vinagre de manzana y acido citrico).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Realizar pruebas microbiolégicas en el pan sin conservadores, para
determinar que microorganismos crecen y en qué tiempo proliferan.

» Evaluar la eficiencia de los diferentes agentes antimicrobianos afadidos en
diferentes concentraciones y el efecto sinérgico de los mismos.

» Realizar una evaluacion sensorial de los panes con los mejores tratamientos
mediante jueces consumidores de la (UAAAN), de cada uno de los
tratamientos con conservadores naturales.

» Realizar un andlisis Bromatologico Proximal del pan muffin, con la mezcla de

aditivos que presento mejores resultados.



JUSTIFICACION

La inocuidad de los alimentos se incrementa y garantiza con el uso de compuestos
llamados antimicrobianos (Davidson, 1997), sin embargo, la demanda de los
consumidores por adquirir compuestos mas naturales y sin tantos conservadores
quimicos ha hecho que aumente la investigacion y el uso de agentes
antimicrobianos naturales. Dentro de estos, los mas estudiados son los que se
encuentran presentes en hierbas y especias, a partir delas cuales se pueden extraer

aceites esenciales que poseen actividad antimicrobiana (Ultee et al., 1998).

En relacidbn a lo anterior nos damos cuenta de que en la actualidad hay una
tendencia en consumir alimentos con ingredientes lo mas naturales posibles, y sin
conservadores sintéticos, asi como también que estos puedan conservarse. Es por
ello que utilizar conservadores naturales (vinagre de manzana, &cido citrico y aceite
de orégano), puede satisfacer las demandas del mercado actual, ya que estos
conservadores alargan la vida util de los panes presentando alto espectro de
efectividad contra microorganismos, ademas estos no modifican las caracteristicas

organolépticas significativamente.



1. INTROCUCCION

1.1 Antecedentes

El pan es un alimento que se consume desde tiempos muy remotos, actualmente,
forma parte de la dieta tradicional de muchos hogares en casi todo el mundo, cada

region le ha conferido caracteristicas muy particulares (Salgado, 2012).

El pan ha estado unido a la evolucién del hombre, siendo el punto de apoyo de su
dieta, debido a su riqueza en principios nutritivos. Desde sus origenes, que datan
de hace miles de afios, hasta nuestros dias, el consumo de este alimento ha pasado
por distintas etapas. Las primeras noticias que tenemos de este alimento se
remontan a la época Neolitica, hace 7000 u 8000 afios (Burgeois y Larpenter, 1995).
Al principio era una pasta plana, no fermentada, elaborada con una masa de granos

machacados groseramente y cocida, muy probablemente sobre piedras calientes.

Al parecer fue en Egipto donde aparecio el primer pan fermentado, cuando se
observd que la masa elaborada el dia anterior producia burbujas de aire y
aumentaba su volumen, y que, afiadida a la masa de harina nueva, se obtenia un
pan mas ligero y de mayor tamafio. Existen bajorrelieves egipcios (3,000 afios a.
de J.C.) sobre la fabricacién de pan y cerveza, que sugieren que fue la civilizacion
egipcia donde se utilizaron por primera vez los métodos bioquimicos de elaboracién

de estos alimentos fermentados (Aleixandre, 1996).

A lo largo de la historia del hombre, el pan ha ocupado un papel importante en su
alimentacion, en muchos casos basico. En la actualidad el consumo de pan ha ido
creciendo durante los siglos acompafiado con el ritmo del crecimiento de la
poblacion mundial. El pan es el mas popular entre todos los productos derivados de
los cereales, no solo por sus cualidades nutricionales, sino también por sus

propiedades sensoriales y de textura (Poinot et al., 2008; Lambert et al, 2009).




Entre los alimentos basicos en la dieta de los mexicanos, los elaborados a partir de
trigo ocupan un lugar de privilegio: semanalmente se consume practicamente un
kilo de pan dulce, de pan blanco y de tortilla de harina por persona. Son también
usuales en el consumo semanal los pasteles, pan de caja, galletas y pastas (SIAP,
2012).

El envejecimiento del producto se suele manifestar por una serie de modificaciones
fisicoquimicas (color, olor, sabor, etc.), que pueden ser debidas a reacciones entre
algunos componentes quimicos ocasionados por agentes de diversa naturaleza: la
luz, enzimas, materiales de contacto, temperatura, etc. También puede ocurrir por
algunas transformaciones debidas a la actividad metabodlica de la proliferacion
microbiana. Estos factores desencadenan mecanismos de reaccion que conlleva a

la degradacion de los alimentos (Bello, 2000).

En general, el pan es un producto que se deteriora rapidamente ya que presenta
cambios en el sabor, perdida de humedad de la miga y endurecimiento.
Adicionalmente, los microorganismos pueden crecer en el pan, representando otro
factor de deterioro decisivo en la vida util de este alimento (Stanley et al, 2007;
Ribotta y Tadini, 2009).

El método tradicional de prevencion del crecimiento de microorganismos en el pan
han sido la adicion de antimicrobianos sintéticos en la formulacion; sin embargo,
desde hace algunas décadas se han estado implementando diversas técnicas y
tecnologias diferentes ésta, debido a problemas de resistencia microbiana. Aunado
a lo anterior, la creciente tendencia a la produccién y consumo de los alimentos
minimamente procesados ha llevado a combinar ciertos factores de conservacion
para lograr una sinergia entre ellos y asi obtener mayor estabilidad y calidad

sensorial en el producto durante el almacenamiento (Salgado, 2012).

Debido a las caracteristicas adecuadas de un pan el uso de un antimicrobiano debe
de tomar en cuenta las siguientes caracteristicas: poseer un amplio espectro de
accion, no ser toxico, ser efectivo a bajas concentraciones, no afectar la calidad

sensorial de los productos (olor y sabor), poseer una buena solubilidad, conservar




su estabilidad en las condiciones de proceso y durante el almacenamiento, no

intervenir en los procesos fermentativos y ser de bajo costo (Ribotta y Tadini, 2009).

Por otra parte para las empresas que producen pan es una alternativa para poder
comercializar los productos con mayor vida util, asi como también reducir perdidas
econdmicas debido al deterioro por microorganismos que provocan la
descomposicion de los panes y son conservadores naturales que lo encontramos

en cualquier tienda comercial y a bajo precio.

——
w
| —



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Pan

Se designa con el nombre de pan al “producto perecedero resultante de la coccion
de una masa obtenida por la mezcla de harina de trigo, sal comestible y agua
potable, fermentada por especies de microorganismos propias de la fermentacién
panaria como Saccharomyces Cerevisiae.”. Cuando se emplean harinas de otros
cereales, el pan se designa con el apelativo correspondiente a la clase de cereal

que se utilice; por ejemplo; pan de centeno, de maiz, etc., (Avila et al, 2,007).

El pan es considerado como el mas universal de todos los productos horneados y
ha sido tan importante en la alimentacién humana que se considera como sinénimo
de alimento basico en muchas culturas, entre ellas la Europea, Oriental, India y
Americana (Lucas, 2009). Este es un producto de gran técnica en su elaboracién y
puede incorporar una amplia variedad de componentes tales como harina, agua,
levadura, sal, azucar, grasa, leche, huevo, emulsificantes, mejoradores e
hidrocoloides, entre otros. Un buen pan debe tener una corteza crujiente, de miga
color blanco, de olor apetitoso y con buena conservacion; las materias primas que
se utilizan tienen una gran influencia en las variaciones de estas caracteristicas
(Clavel, 2001).

2.1.1. Aporte nutrimental

El pan forma parte del grupo de alimentos que han constituido la base de
alimentacion de todas las civilizaciones debido a sus caracteristicas nutritivas, su
moderado precio y a la sencillez de la utilizacion culinaria de su materia prima, los

cereales. (Martin et al, 2007).

El pan es rico en hidratos de carbono complejos, siendo su componente mas

abundante el almidon, aporta buena cantidad de proteinas de origen vegetal, y




apenas contiene grasa. Es una buena fuente de vitaminas del grupo B y de
minerales como el fosforo, el potasio y el magnesio. Debido a todas estas
propiedades nutritivas, los expertos en Nutricion definen el pan como un
“‘ingrediente” inamovible de la base de la piramide nutricional, ya que debe constituir
también la base de la alimentacion, cosa que, por otro lado, ha sucedido a lo largo
de la evolucion de la especie humana en la mayoria de las culturas. (Incerhpan,
2007).

2.1.2. Principales ingredientes

Harina

La denominacion harina, sin otro calificativo, designa exclusivamente el producto

obtenido de la molienda del endospermo del grano de trigo limpio.

Las propiedades que poseen las proteinas del trigo y que (salvo raras excepciones
como el centeno) no poseen las proteinas de otros cereales, es la que hace
panificables las harinas de trigo y la que proporciona las caracteristicas plasticas de

la masa de pan (Calvel, 1983; Eliasson y Larsson, 1993; Calaveras, 1996).

Agua

Es el segundo componente mayoritario de la masa y es el que hace posible el
amasado de la harina. El agua hidrata la harina facilitando la formacién de la masa,
con ello y con el trabajo mecanico del amasado se le confieren a la masa sus
caracteristicas plasticas: la cohesion, la elasticidad, la plasticidad y la tenacidad o
nervio (Calvel, 1983). La presencia de agua en la masa también es necesaria para
el desarrollo de las levaduras que han de llevar a cabo la fermentacion del pan.




Sal

Su objetivo principal es dar sabor al pan (Calvel, 1994). Ademas es importante
porque hace la masa mas tenaz, actia como regulador de la fermentacion, favorece
la coloracion de la corteza durante la coccion y aumenta la capacidad de retencion
de agua en el pan (Calvel, 1983).

Levadura

En panaderia se llama levadura al componente microbiano aportado a la masa con
el fin de hacerla fermentar de modo que se produzca etanol y CO2. Este CO2 queda
atrapado en la masa la cual se esponja y aumenta de volumen. A este fendbmeno se
le denomina levantamiento de la masa (Humanes, 1994; Tejero, 1992-1995; Guinet
y Godon, 1996). Los microorganismos presentes en la masa son principalmente
levaduras que son las responsables de la fermentacion alcohdlica, pero también se
pueden encontrar bacterias que actian durante la fermentacion dando productos
secundarios que va a conferir el pan determinadas caracteristicas organolépticas,

en concreto una cierta acidez.

Otros

Pueden ser simples aditivos o coadyuvantes tecnolégicos que se emplean en baja
proporcidn y cuyo Unico objetivo es favorecer el proceso tecnoldgico de elaboracion
del pan. En este caso se les denomina mejorantes y su empleo no significa que el
pan elaborado sea un pan especial. Entre los mas comunes: harina de habas, harina
de malta, leche en polvo, acido ascérbico, enzimas, etc., (Calvel, 1983; Tejero,
1992-1995; Miralbés, 2000).

Hay otros ingredientes que el objetivo es aumentar el valor nutritivo del pan o bien
proporcionarle un determinado sabor. Su empleo da siempre panes especiales.
Entre los mas comunes: azucares, leche, materias grasas, huevos, frutas, etc.
(Tejero, 1992-1995).




2.2. Tipos de panes

El Cadigo Alimentario Espafiol diferencia dos tipos de pan.

Pan comun, se define como el de consumo habitual en el dia, elaborado con harina

de trigo, sal, levadura y agua, al que se le pueden afadir ciertos coadyuvantes

tecnoldgicos y aditivos autorizados. Dentro de este tipo de incluyen:

e Pan bregado, de harina dura, espafiol o candeal, es el elaborado con

cilindros refinadores.

¢ Pan de flama o de miga blanda, es el obtenido con una mayor proporcion de

agua que el pan bregado y normalmente no necesita del uso de cilindros

refinadores en su elaboracion.

Pan especial, es aquel que, por su composicion, por incorporar algun aditivo o

coadyuvante especial, por el tipo de harina, por otros ingredientes especiales

(leche, huevos, grasas, cacao, etc.), por no llevar sal, por no haber sido

fermentado, o por cualquier otra circunstancia autorizada, no corresponde a la

definicién basica de pan comun. Como ejemplos de pan especial tenemos:

Pan integral, es aquel en cuya elaboracién se utiliza harina integral, es
decir, la obtenida por trituracién del grano completo, sin separar ninguna
parte del mismo.

Pan de Viena o pan francés, es el pan de flama que entre sus ingredientes
incluye azucares, leche o ambos a la vez.

Pan de molde o americano, es el pan de corteza blanda en cuya coccién
se emplea moldes.

Pan de cereales, es elaborado con harina de trigo mas otra harina en
proporcion no inferior al 51%. Recibe el nombre de este ultimo cereal.
Ejemplo: pan de centeno, pan de maiz, etc.

Pan de huevo, pan de leche, pan de miel y pan de pasas, etc., son panes
especiales a los que se afaden algun de estas materias primas,

recibiendo su nombre de la materia prima afiadida.




La NOM-F-516-1,992, clasifica los productos de panificacion de acuerdo a su

composicion.
TIPO I: Pan Blanco, Bolillo y Telera.

Son productos alimenticios cocidos por horneo de la masa fermentada, elaborada
con harina de trigo, agua potable, sal yodatada, azlcar, levadura, ingredientes

opcionales y aditivos alimentarios permitidos por la Secretaria de Salud.
TIPO I I: Pan de Harinas Integrales.

Son los productos alimenticios cocidos por horneo de la masa fermentada,
preparados con harina de cereales y/o leguminosas y otro cereal o harina tal como
avena, harina integral de centeno, harina de trigo integral, etc.; agua potable, sal
yodatada, azucares, grasas comestibles, levadura, ingredientes y aditivos

alimentarios opcionales permitidos por la Secretaria de Salud.

e Pan de Centeno: Es el producto alimenticio cocido por horneo de la masa
fermentada, preparado con harina de centeno, harina integral de centeno,
agua potable, sal yodatada, azlcares, grasas comestibles, levadura,
ingredientes y aditivos alimentarios opcionales permitidos por la Secretaria
de Salud.

TIPO | I I: Pan, Productos de Bolleria.

Son los productos cocidos por horneo de la masa fermentada, preparados con
harina de trigo, agua potable, sal yodatada, azUcares, grasas comestibles, levadura,
ingredientes y aditivos alimentarios opcionales permitidos por la Secretaria de
Salud.

TIPO | V: Pan Dulce.

Es el producto elaborado con harina en cualquier de sus tipos, azucares, agua
potable, sal yodatada, adicionada o no de grasas y/o aceites comestibles, con o sin
levadura o leudante quimico, ingredientes opcionales y aditivos alimentarios

permitidos por la Secretaria de Salud.




2.3. Caracteristicas generales

Los procesos industriales de panificacion son altamente mecanizados y requieren
de un estricto control de calidad de la harina de trigo, ya que la misma afecta
variables procesos y calidad de productos terminados. Para la manufactura de pan
se siguen los siguientes pasos basicos: mezcla de ingredientes, amasado,
fermentacion, prensado, desgasado, formado, fermentacion final y horneado. La
calidad de la harina afecta principalmente la absorcion de aguay tiempo éptimo del
gluten (Serna, 2003).

El proceso de fermentacion empieza una vez que la levadura y la harina se hidratan
en presencia del sustrato (azucares fermentables) y condiciones de temperatura
adecuadas, esta operacion se lleva a cabo bajo un estricto control de temperatura
y humedad relativa (HR), el horneado de una masa se considera como un medio
para apreciar el valor de la panificacion de la harina. La naturaleza biolégica o
caracteristicas de la harina, la levadura y las acciones amasadoras constituyen
factores que de manera definitiva influyen en las caracteristicas del producto
terminado. Se reconoce que ciertos elementos de apreciacién en el pan resultan
muy importantes desde el punto de vista comercial, como son el aspecto general
(volumen, suavidad, color), el color y textura de la costra, color y textura interna de

la miga y propiedades organolépticas del producto (Serna, 2003).

La industria de la panificacidon esta interesada en determinar mediante ensayos las
condiciones de cocimiento y las reglas que les permitan obtener una fabricacién
irreprochable unida a un rendimiento satisfactorio. Los trigos fuertes que tienen alto
contenido de proteina tienen la facultad de producir harina para panificacion que
producen piezas de gran volumen con buena textura de la miga y buenas
propiedades de conservacion. Los trigos suaves que tienen bajo contenido de
proteinas producen harinas para panificacion que rinden panes pequefios con miga
densa y abierta. Estas harinas son utilizadas para galletas y pasteles, no resultan
adecuadas para panificacion a menos que se mezclen con harinas mas fuertes o

con ingredientes mejorados como agentes oxidantes y gluten vital (Serna, 2003).




La manufactura industrial de pan de mesa por lo general se realiza siguiendo alguno
de los siguientes procesos: panificacion directa, proceso esponja, esponja liquida o
método continuo. Las formulaciones son distintas para cada proceso, ademas de
los requerimientos de la calidad de la harina, mano de obra y propiedades del
producto terminado. Indudablemente, el proceso tipo esponja se llama asi debido a
gue parte de la harina (60%) se mezcla con casi toda el agua y la levadura que la
formulacion requiere. Después de un tiempo de fermentacion (5-8 horas) la masa
luce similar a una esponja, esta se amasa posteriormente junto con refresco (resto
de harina e ingredientes) para producir una masa que sufre el proceso normal de
panificacién. El proceso esponja presenta ventaja tales como menor tiempo de
amasado, demora menos tiempo la manufactura del pan en planta y en especial

gue produce panes con mejor sabor y textura (Serna, 2003).

2.4. Conservadores naturales en alimentos

El uso de antimicrobianos (conservadores) es una practica comun en la industria de
los alimentos, por muchos afios se han utilizado antimicrobianos sintetizados
quimicamente (que en algunos casos han causado dafio en la salud de los
consumidores, si se utilizan grandes dosis o como en caso de los sulfitos),
redundando en un rechazo por parte de los consumidores de productos procesados,
por lo cual ha surgido la necesidad de buscar otras opciones. En esta blusqueda se
han encontrado nuevos agentes antimicrobianos de origen natural, como sustitutos

de los tradicionalmente utilizados (Nychas, 1995).

Algunos antimicrobianos naturales se obtienen principalmente de hierbas, plantas,
y especias. Lo mas dificil es extraer, purificar, estabilizar e incorporar dicho
antimicrobiano al alimento sin afectar su calidad sensorial y seguridad (Beuchat y
Golden, 1989).

La actividad antimicrobiana de hierbas y plantas es generalmente atribuida a los

compuestos fenodlicos presentes en sus extractos o aceites esenciales, y se ha
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observado que la grasa, proteina, concentracién de sal, pH y temperatura afectan

la actividad antimicrobiana de estos compuestos (Nychas, 1995).

Rrecientemente ha vuelto a surgir interés en la conservacion “natural” de alimentos
a partir de la tendencia hacia el consumo y produccion de los alimentos
minimamente procesados (AMP). Los sistemas antimicrobianos naturales
presentes en plantas, animales o microorganismos van ganando adeptos en el
ambito de la “conservacion natural”’, sobre todo de las actividades antimicrobiana
procedente de extractos de varios tipos de plantas y partes de plantas que se usan
como agentes saborizantes en algunos alimentos (Rodriguez, 2011). Existen
diversos productos de origen botanico los cuales poseen una actividad
antimicrobiana como el ajo, orégano, mostaza, canela, albahaca, tomillo, pimienta,

mejorana, chile, achiote, cebolla, cilantro, té, limon y naranja.

La mayor parte de los antimicrobianos alimentarios solamente son bacteriostaticos
(sistemas de conservacion que impiden el desarrollo de gérmenes) o fungistaticos,
en lugar de bactericidas (sistemas de conservacion que destruyen los gérmenes) o
fungicidas, por lo que su efectividad sobre los alimentos es limitada. Por otra parte,
debido a que algunos microorganismos pueden no verse inhibidos o destruidos por
las dosis convencionales de antimicrobianos utilizados individualmente, puede ser
preferible utilizar una combinacion de ellos, ampliando asi el espectro de cobertura

en la preservacion de frutas o alimentos en general (Blanchard, 2000).

Con la evolucion de la ciencia de alimentos han surgido muchos compuestos
quimicos con actividad antimicrobiana, pero también se va estudiando sobre los

dafios a la salud que estos pudieran ocasionar.

Muchas frutas contienen diferentes acidos organicos, como el acido benzoico o el
acido citrico. Los ajos, cebollas y muchas especias contienen potentes agentes
antimicrobianos, o precursores que se transforman en ellos al triturarlos
(Matamoros, 1998).
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2.4.1. Condiciones de uso

Las condiciones de uso de los conservantes estan reglamentadas estrictamente en
todos los paises del mundo. Usualmente existen limites a la cantidad que se puede
afiadir de un conservante y a la de conservante totales. Los conservantes
alimentarios, a las concentraciones autorizadas, no matan en general a los
microorganismos, sino que solamente evitan su proliferacion. Por lo tanto, solo son

tiles con materias primas de buena calidad (Alvarez-Patrrilla, 2005).

2.4.2. Mecanismo de accién

Existen pocos estudios enfocados a comprender el mecanismo involucrado en la
inhibicidbn microbiana por especias y sus aceites esenciales. Sin embargo, se
supone que dada la estructura fendélica de muchos de los compuestos con actividad
antimicrobiana presentes en las especias y sus aceites esenciales, el modo de

accion debe ser similar al de otros compuestos fendlicos (Davidson, 1997).

Los aceites y extractos de plantas, principalmente de clavo, orégano, tomillo y
algunos otros, presentan actividad inhibitoria contra ciertos microorganismos de
importancia en alimentos (Holley y Patel, 2005). Considerando el gran nimero de
diferentes grupos de compuestos quimicos presentes en los aceites esenciales, es
importante decir que su actividad antimicrobiana no se atribuye a un mecanismo
especifico; sin embargo, existen algunos sitios de accion en la célula en donde
pueden ocurrir los siguientes efectos: dafio a la membrana citoplasmatica,
degradacion de la pared celular, dafio a las proteinas, filtracién del contenido celular,
coagulacion del citoplasma y disminucion de la fuerza motriz (Skandamis y Nychas,
2001).

En muchos casos los antimicrobianos pueden no tener ningan efecto hasta que se

rebasa una concentracion critica (Juven et al, 1994).
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2.5. Acido citrico

2.5.1. Usos y produccion

El acido citrico es ampliamente utilizado en la industria de alimentos, bebidas,
quimica y farmacéutica, entre otras. Es empleado como agente acidificante y
resaltador de sabor, como antioxidante para prevenir la rancidez de grasas y
aceites, como amortiguador en mermeladas, y como estabilizante en gran variedad
de alimentos. La industria farmacéutica emplea alrededor del 16% de la produccién
de este acido. Se estima que su produccién anual es de 400.000 ton para un
mercado de cerca de 1.400 millones de ddlares por afio. Su consumo se esta
incrementando por lo que se continda investigando en la implementacion de nuevos

procesos tecnoldgicos mas rentables y ecolégicamente limpios (Demain, 2000).

2.5.2. Obtencion

La obtencion industrial de &cido citrico se lleva a cabo empleando el hongo
Aspergillus niger en medios ricos en carbohidratos como las melazas de cafa y de
remolacha. También se utiliza sacarosa, almidon de papa, hidrolizados de almidén
y jarabes de glucosa (Vorob’eva, 1998). Se ha explorado la posibilidad de emplear
levaduras para la produccion de acido citrico en procesos por lotes (Kubicek y Réhr,
1986; Moresi, 1,994; Kim y Roberts, 1991) y continuos (Klasson et al, 1989).

Uno de los microorganismos que tiene la capacidad de sintetizar acido citrico es el
Aspergillus carbonarius segun lo reportan diferentes bancos de cepas (NRRL,
ATCC, CABI, DSMZ, entre otros). Este hongo recientemente ha sido investigado en
la obtencion de productos de aplicacion industrial como poligalacturonasas (Devi y
Rao, 1996) y fitasa (Al-Asheh y Duvnjak, 1995), aunque son muy pocos los trabajos

publicados.
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2.6. Orégano

Existen multiples estudios sobre la actividad antimicrobiana de los extractos de
diferentes tipos de orégano. Se han encontrado que los aceites esenciales de las
especies del genero Origanum presentan actividad contra bacterias gram negativas
como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Yersenia
enterocolitica y Enterobacter cloacae; y las gram positivas como Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes y Bacillus subtilis
(Aligiannis, 2001). Tienen ademas capacidad antifungica contra Candida albicans,
C. tropicalis, Torulopsis glabrata, Aspergillus Niger, Geotrichum y Rhodotorula; pero
no contra Pseudomona aeruginosa. Se ha evaluado la actividad antimicrobiana de
los componentes aislados, asi como el del aceite esencial. Los fenoles carvacrol y
timol poseen los niveles mas altos de actividad contra microorganismos gram
negativos, excepto para P. aeruginosa, siendo el timol méas activo. Otros
compuestos, como el g-terpineno y r-cimeno no mostraron actividad contra las
bacterias estudiadas. Los valores de la concentracion minima inhibitoria (CMI) para
los aceites esenciales de han establecido entre 0.28-1.27 mg/mL para bacterias, y
de 0.65-1.27 mg/mL para hongos (Aligiannis, 2001).

En el caso de E. coli O157:H7 existe una relacion concentracion/efecto a 625 ml/L
con actividad bactericida después de 1 minuto de exposicion al aceite, mientras que
después de 5 minutos se requieren 156 y 312 ml/L. dicha accién antimicrobiana
posiblemente se debe al afecto sobre los fosfolipidos de la capa externa de la
membrana celular bacteriana, provocando cambios en la composicién de los acidos
grasos. Se ha informado que las células que crecen en concentraciones subletales
de carvacrol, sintetizan dos fosfolipidos adicionales y omiten uno de los fosfolipidos
originales (Burt, 2003).
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2.7. Acido Acético

2.7.1. Historia

El &cido acético diluido y como producto alimenticio, llamado vinagre, es conocido
por el hombre desde hace ya muchisimos afios. En el afio 1,648 Glauber demostré
que podia obtenerse acido acético por calentamiento de la madera en ausencia de
aire y, desde que E. Stahl en el afilo 1702 describiéo la descomposicion de los
acetatos con acido sulfurico concentrado, pudo obtenerse de este modo un acido

acético concentrado. Su composicion fue establecida en el afio 1814 por Berzelius.

El 4cido concentrado no alcanzé significacion técnica importante hasta que N.
Grunstein y las Farbwerken Hoehst lograron en 1911-1913 obtener el acido acético
a partir del acetileno y a través del acetaldehido, que era oxidado. Este

procedimiento se empleaba técnicamente ya en el afio 1917 (Ludwig, 1987).

El &cido acético, en su forma de vinagre, que es esencialmente una disolucion de
este acido en agua, mas los aromas procedentes del vino y los formados en la
acidificacién, se utiliza como conservante al menos desde hace 5.000 afios. Una
gran parte del utilizado actualmente se obtiene por sintesis quimica. Como
conservante es relativamente poco eficaz, con excepcion de una aplicacion

especifica en panaderia y reposteria. También es eficaz con algunos mohos.

2.7.2. Propiedades del acido acético

El acido acético es un liquido incoloro como el agua, con olor penetrante y que irrita
la piel. A 16,75 °C se solidifica, adquiriendo un aspecto similar al del hielo, por lo
gue el acido acético anhidro puro se llama también acético glacial. Toda vez que no
aumenta de volumen al solidificarse, puede guardarse en recipientes que hayan de

soportar bajas temperaturas (Ludwig, 1987).
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El &cido acético hierve a 118,1 °C. Su densidad a 15 °C es 1,0553.

El anhidro acético es también un liquido incoloro, de olor muy penetrante, que
provoca inmediatamente el lagrimeo y origina ampollas sobre la piel. Su punto de
ebullicion es de 136 °C. Es dificiimente soluble en el agua, pero reacciona con ella

después de algun tiempo y da lugar al &cido acético (Ludwig, 1987).

2.7.3. Produccién

Es producido por sintesis y por fermentacion bacteriana. Hoy en dia, la ruta biologica
proporciona cerca del 10% de la produccion mundial, pero sigue siendo importante
en la produccion de vinagre, dado que las leyes mundiales de pureza de alimentos
estipulan que el vinagre para uso en alimentos debe ser de origen bioldgico. Cerca
del 75% del acido acético hecho en la industria quimica es preparada por
carbonilacion del metanol. Los métodos alternativos aportan el resto (Yoneda,
2001).

2.7.4. Economia

Una gran parte del acido acético se emplea en las industrias alimenticias, en forma
de “esencia de vinagre”, que es un acido acético del 80%, que se vende en frascos
especiales y se diluye antes de su uso, por ejemplo, para conservar frutos,
pescados, etc. Ademas, el acido acético se emplea en un gran numero de sintesis
organicas, como en la obtencion de la aspirina, de colorantes, del acido cloroacético,
etc. (Ludwig, 1987).

El anhidrido acético también se emplea en las industrias de colorantes y
medicamentos, pero sobre todo en la obtencion de la acetilcelulosa, en la que se

consumen grandes cantidades (Ludwig, 1987).

16

——
| —



2.8. Conservadores sintéticos

Algunos antimicrobianos sintetizados quimicamente reconocidos como GRAS
(Generally Recognized as Safe) por la FDA (Foodand Drug Administration) son:
acido propionico y propionatos, acido sorbico y sorbatos, acido benzoico y
benzoatos, parabenos, sulfitos, 6xido de etileno y propileno, diacetato de sodio,

nisina y nitrito de sodio, entre otros (Jay, 2002).

Los propionatos son los méas adecuados en panificacion debido a que su actividad
sobre las levaduras es minima, permitiendo asi una buena fermentacion de la masa;
especificamente, ellos inhiben el crecimiento de bacterias y mohos. De los
propionatos, destacan dos tipos: el propionato de sodio y el propionato de calcio;
ambos tienen la misma actividad, sin embargo, cuando en la formulacién también
hay carbonatos o bicarbonatos, se recomienda la utilizacion del propionato de sodio,
ya que el propionato de calcio interfiere con la produccién de dioxido de carbono.
La concentracion permitida es de 0.3% dentro de la formulacion (Badui, 2006;
Stanley et al, 2007).

Respecto al acido soérbico, este no solo inhibe la actividad de los mohos, sino que
también la de las levaduras, por lo tanto, no debe afiadirse a la masa. Su adicion se
realiza una vez que el pan ha sido horneado por aspersién sobre la superficie del
producto. Otro inconveniente es que no resulta efectivo para inhibir el desarrollo de
mohos en productos porosos o con superficies irregulares, la cantidad permitida en
una formulacién de pan es del 1 al 6% en soluciébn acuosa (asperjando en la
superficie inmediatamente después del horneado). Se debe de considerar que la
actividad antimicrobiana del acido sérbico aumenta a medida que disminuye el pH
(Ribotta y Tadini, 2009).

Los parabenos son esteres alquilicos del acido p-hidroxilbenzoico, sus formas mas
comunes son metil y propilparabenos. Son menos utilizados en la industria de la
panificacion debido a que son mas efectivos contra mohos y levaduras que contra

bacterias. Se usan en concentraciones de 0.01 a 0.1 g/100g (Chung et al, 2001)
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2.9. Vida util

La vida media, vida de anaquel o vida util de un alimento se define como el periodo
de tiempo durante el cual resulta deseable el consumo de un producto alimenticio
elaborado bajo ciertas condiciones, conservando sus caracteristicas quimicas,
fisicas, microbiologicas, funcionales y sensoriales. Se expresa en este término el
tiempo que tarda la calidad de un alimento en alcanzar niveles considerados
inaceptables para su consumo. El tiempo de duracion se vincula con el estado fisico
del producto, su composicion quimica, condiciones utilizadas en el proceso, su
acondicionamiento y la tecnologia de conservacion aplicada para su
almacenamiento (Bello, 2000; Man, 2004).

Los cambios a nivel microbiolégico, sensorial y/o fisico-quimico que ocurren en el
producto hacen que el alimento llegue al final de su vida util, la cual se define como
el tiempo transcurrido entre la fabricacibn y el momento en que se presentan
cambios significativos en él, que puedan generar rechazo en el consumidor final.
Puede variar segun el proceso de produccion, la naturaleza del producto y el tiempo

de almacenamiento (Bolumen, 2005; Labuza, 2000).

Por ello es importante identificar los factores especificos que afectan la vida util y
evaluar sus efectos individualmente y en combinacion. La vida util de un alimento
depende de cuatro factores principales; conocer la formulacion, el procesado, el
empacado y las condiciones de almacenamiento. Estos cuatro factores son criticos
pero su relativa importancia depende de la peresibilidad del alimento (Labuza,
1999). Estos se pueden dividir en: a) factores intrinsecos: materia prima
(composicion, estructura, naturaleza), actividad de agua, pH, acidez, disponibilidad
de oxigeno y potencial Redox (Eh); y b) factores extrinsecos: procesamiento,
higiene y manipulacion, materiales y sistemas de empaque, almacenamiento,

distribucion y lugares de venta (Man, 2004).

Por esta razon el productor debe tener un conocimiento de estos factores asi como
de las maneras criticas de falla del alimento. Con esta informacion, el productor

puede entonces elegir los mejores sistemas para maximizar la vida de almaceén.
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Poner sobre el producto una fecha abierta que indique la vida de alta calidad del
producto (Labuza, 1999). Pues La determinacion oportuna y objetiva de la "vida util"
de los productos le permitira a los empresarios evitar pérdidas por devolucién,
ampliar su mercado nacional y de exportacién, pero sobre todo ampliando la

confianza del consumidor.
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3. METODOS Y MATERIALES

3.1. ETAPA |I. Determinaciobn de los tipos de microrganismos
responsables del deterioro del pan tipo muffin utilizando un

microscopio.

Mediante una amplia revision de literatura para saber que microorganismos podrian
causar el deterioro de los panes, se encontré6 como resultado que esto es muy
variado, ya que depende de los tipos de materias primas que se utilicen y del tipo
de flora silvestre o bien la contaminacion en el proceso de elaboracién, debido a
gue es un pan que contiene frutas como; pifia, zanahoria y nuez, no hay literatura
especifica, por lo tanto optamos por hacer dos tipos de siembras microbiolégicas,
se prepard Agar nutritivo para las bacterias y Agar Papa Dextrosa (PDA) para

hongos y levaduras, posteriormente se vertié cada agar en cajas Petri.

Se elaboraron los panes y se pes6 un gramo de muestra representativa del pan en
una balanza analitica (Ohaus Pioner) y se vertié en 9 mL de agua destilada, lo cual
representa una diluciéon de 101, se homogeniz6 bien la muestra y se hicieron dos
diluciones mas, quedando como10-3, posteriormente se tomé 0.5 mL de la Gltima
dilucién y se sembrd6 por triplicado en PDA y Agar Nutritivo, se sellaron las cajas y
se encubaron a 30°C durante 72 hrs.

Este proceso se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia del Departamento
de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (DCTA) de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN), ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.

Expresion de Resultados

Los resultaron se expresaron por comparacion de imagenes, las citadas en literatura

y las obtenidas de la observacion a través del microscopio.
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3.2. ETAPA II: Determinar la concentracion adecuada de cada
conservador natural (Acido Citrico, vinagre de manzana y Aceite de
Orégano) no modificando el sabor.

Para esta etapa se probaron diferentes porcentajes de conservadores, cabe sefalar
que todos los porcentajes dados son en base a la cantidad de harina con que se
elabora el pan. Para la elaboracion de los muffins se utilizaron 50 g de azucar, 50 g
de harina, 50 mL de aceite, 40 mL de huevo, 1.5 g de Rexal marca comercial y 35
mL de leche.

Para el vinagre de manzana se probo las concentraciones de 1%, 3%, 4% y 5%;
para el acido citrico 0.5%, 1%, 3% y 5%; para el aceite de orégano 0.05%, 0.075%,
0.1% y 0.15%.

Después de la elaboracion de los panes, se realiz6 una prueba sensorial con 5
panelistas semientrenados (se llevo a cabo con 5 panelistas Unicamente, para

determinar concentraciones maximas aceptables).

Posteriormente de los mejores resultados se determind un limite inferior y limite
superior de cada porcentaje y se metieron a un programa Minitab 16.1.0.0 mediante
un disefio ortogonal de Tauguchi con un arreglo L8, esto con el objetivo de hacer

las respectivas sinergias entre los tratamientos.
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3.3. ETAPA lll: Analisis microbioldgicos de los panes (muffins) con la
adicion de conservadores naturales (Acido Citrico, vinagre de
manzanay Aceite de Orégano).

Para esta etapa se elaboraron los panes (muffins) con sus respectivos tratamientos,
cabe mencionar que todos los panes se elaboraron con la misma formulacion y un
testigo que este no se le adiciono ningun conservador, la formulacion no se publican
por politicas de privacidad de la empresa. Estos panes se elaboraron en la

panaderia “Tres Espigas” S.A de C.V ubicada en Saltillo, Coahuila.

Posteriormente se realizaron pruebas microbiolégicas durante 96 horas cada 24
horas , para este proceso se tomé un gramo de muestra representativa del pan y se
diluyo en 9mL de agua (H20) destilada quedando una dilucién de 101, se agito con
un bortex (marca Whirlimixer) para una mejor homogenizacion de la muestra, luego
se tom6 1 mL de la dilucién 10! y se pasé a otro tubo con 9 mL quedando una
dilucién de 1072, se agito hasta asegurarse que la muestra se haya homogenizado
bien y se volvié a tomar 1 mL de la dilucién 102 y se pas6 a otro tubo con 9 mL
guedando una dilucién de 103, de esta dilucién se tomd 0.5 mL y se vertié en cajas
Petri con PDA por duplicado, esto es para hongos y levaduras, se distribuyé la
muestra en la caja Petri y se incubo (incubadora orbital INO-650V-7) a 30°C durante
tres dias, posteriormente se realiz6 el conteo de colonias en un cuenta colonias

(marca Scientific).

Cabe seialar que todo el material utilizado se esterilizo previo a ser usado para
evitar cualquier contaminacién y por ende alterar el resultado, todo el proceso se

realizé en una campana con aire estéril de flujo laminar vertical.

Este proceso se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de Departamento
de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (DCTA) de la Universidad Autonoma Agraria

Antonio Narro (UAAAN) ubicada con sede en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.

Para la expresion de resultados, se contabilizaron las Unidades Formadoras de

Colonias (UFC) en cada caja Petri y se multiplicaron con el factor de dilucion.

UFC/g= (No. De colonias *factor de dilucion)/mL sembrados
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3.4. ETAPA IV. ANALISIS BROMATOLOGICO

Se realizo el andlisis bromatoldgico proximal del pan muffin, se determind; grasa,
proteina, hidratos de carbono, minerales, humedad, fibra y contenido energético.
Las determinaciones se realizaron por duplicado.

La evaluacion se realizd en el laboratorio de Nutricibn del Departamento de
Nutricion y Alimentos en la Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro ubicada
en Buenavista, Saltillo, Coahuila.

Determinacion de materia seca total y humedad

En esta determinacion se utilizaron crisoles de porcelana puestos a peso constante
en la estufa (Marca Thelco, modelo 27) a temperaturas de 100-103 °C, los crisoles
fueron colocados por 12 horas con el fin de mantenerlos a peso constante, se toman
los crisoles necesarios, se colocan en un desecador por un periodo de 15-20
minutos hasta peso constante, posteriormente se pasan a una balanza analitica
(Marca AND serie 12310970) y se registrd el peso. En seguida se le agregaron 2
gramos de muestra y se metieron a la estufa por 24 horas, por ultimo se peso el

crisol con muestra y se calculé lo siguiente:

% Materia seca total= Peso de crisol con muestra — peso del crisol solo x100

Gramos de muestra

% Humedad= 100 — MST

Determinacion de proteina cruda método de Micro kjeldhal

En esta determinacion se pesaron 0.05 g de muestra envuelta en papel de celulosa,

enseguida se paso a un matraz Kjeldhal de 100 mL, se agregaron 2 perlas de vidrio
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esto con el objetivo de mantener la ebullicion constante, se colocé 4 mL de mezcla
digestora y se conecto al aparato Kjeldhal hasta digerir a color cristalino.

Posteriormente se llevd a cabo el método de destilacion en el equipo Rapid
Destillation Unit Labconco, se enjuago con 1 mL de agua destilada y el resultado
de la digestion se vacio a la copa del equipo de destilacion, se enjuago con poca
agua y se cerro la llave, se le adiciono NaOH al 50 % hasta la mitad del nivel de la
copita, se recibio 80 mL del destilado en un vaso con 30 mL de &cido bérico al 2.2
% y 5 gotas de indicador mixto ,se titul6 con &cido sulfdrico al 0.025 N, por ultimo

se calcularon las operaciones correspondientes.

Nota: Por lo general se utiliza el factor 6.35, mientras que para este caso se utilizo

el factor 5.7

% Proteina= (mL gastados H2S04)(0.014) x100x5.7

Gramos de muestra

Determinacion de extracto etéreo (Método Soxhlet)

Para esta determinacion se colocaron a una estufa matraces bola fondo plano con
tres perlas de vidrio por un periodo de 12 horas, transcurrido el tiempo se sacaron
de la estufa y se colocaron en un desecador de 15-20 minutos hasta peso constante
,Se pesaron 5 gramos de muestra en un papel filtro, se colocaron en un cartucho de
celulosa, se identifico el cartucho .Posteriormente se agregd 250 mL de éter etilico
a los matraces bola ,el cartucho se colocé en el sifén Soxhlet y estos se conectaron
al matraz bola y al refrigerante, después se realiz6 la extraccion por 8 horas para
desengrasar, transcurrido el tiempo se retird el cartucho con pinzas y se recupera
el solvente excedente .Se retiraron los matraces bola y se colocaron en la estufa
durante 12 horas, esto con el objetivo de evaporar el solvente y humedad,

finalmente se enfriaron el desecador por 15-20 minutos.

% Extracto etéreo= Peso del matraz con grasa — peso del matraz solo  x100

Gramos de muestra
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Determinacion de fibra cruda

Para esta determinacion se pesaron 2 gramos de muestra desengrasada, se paso
a un vaso Bercellius, y se agregé 100 mL de acido sulfarico N=0.255, el vaso se
coloco en el digestor (Marca Labconco serie 54781), después se abrio el sistema
de enfriamiento, se encendio la parrilla y se calenté a una temperatura de 80-90°C
hasta que la muestra empezé a hervir, se conté 30 minutos, enseguida se saco la
muestra y se filtré en tela de lino el cual se coloc6 sobre un embudo, se lavé con 3
porciones de agua hervida destilada de 150 mL hasta quitar la reaccion acida.
Después se paso a la muestra que queda en la tela al vaso Bercellius, nuevamente
se agrega 100 mL de hidroxido de sodio N=0.313 por 30 minutos, se retira la
muestra, se filtra y lava con agua caliente con 3 porciones de 150 mL hasta quitar
la reaccion alcalina, se retir6 la fibra y se pasa a un crisol de porcelana con ayuda
de un espatula. El crisol con la fibra se pasoé a la estufa por 12 horas, se retira el
crisol transcurrido el tiempo, se enfria, se pesa después se lleva a preincinerar y se
metié a la mufla a una temperatura de 600 °C por 3 horas, se saco y se colocé en

un desecador por 30 minutos y por ultimo se peso.

%Fibra cruda=Peso del crisol con fibra seca—peso del crisol con fibra cenizas x100

Gramos de muestra

Determinacién de carbohidratos

Para esto se determinég a través de una diferencia, esta diferencia es la que existe
entre el peso original de la muestra y la suma de pesos del agua, extracto etéreo,

proteina, fibra y cenizas.

100 - (%proteina + %humedad + %extracto etéreo + %cenizas + %fibra) =

carbohidratos totales
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Determinacion de contenido energético

Para la determinacion del contenido caldrico se realiz6 mediante el uso de reglas
de 3, tomando en cuenta 9 Kcal/g para la grasa, 4 Kcal/g para proteina y
carbohidratos respectivamente. En seguida se sumaron las Kcal que se obtuvieron
de la grasa, proteina y carbohidratos por ultimo se multiplico por 100 el resultado.

3.5. ETAPA V: EVALUACION SENSORIAL

La evaluacion se llevo a cabo con alumnos de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro, campus (Saltillo Coahuila), utilizando una prueba triangular de

diferenciacion.

Prueba triangular

Se determind realizar una prueba triangular para los panes muffins para identificar

si el consumidor podia detectar las diferencias entre los tratamientos.

Esta prueba consiste en presentar a los panelistas simultaneamente tres muestras
codificadas, de las cuales dos son iguales y una diferente. El panelista debe
identificar la muestra diferente. Las muestras se deben presentar a cada panelista
en diferente orden. La figura 1 muestra un ejemplo del formato utilizado para esta

prueba.

Proceso de evaluacién

Se realizo solamente una evaluacion del sabor por medio de una prueba triangular.
Se utilizé6 un panel de evaluacion de 74 jueces no entrenados (consumidores),
presentandoles a cada uno dos platos que contenian tres muestras por cada plato,
de los cuales dos eran iguales y una diferente, se les pidid que sefialaran cual de la

muestra diferente y lo indicaran en la hoja de evaluacion (Figura 1).
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MNOMEBRE FECHA

MOMBRE DEL PRODUCTO PAN DULCE (QUEQIUNTOS]

FREMTE A USTED HAY DOS PARES DE MUESTRAS COM TRES PANES DULCES (QUEQUITOS), PRUEBA
CADA UNA COM CUIDADD ¥ AMNOTA EL MUMERO DE LA MUESTRA QUE COMSIDERAS QUE ES
DIFEREMTE COMSIDERANDO EL SABOR.

PARES DE MUESTRAS MUESTRA DIFERENTE

PAR 1:

PAR 2:

FAVOR DE ANOTAR CUALQNER COMENTARIO YA CQUE NOS S0OMN MUY UTILES:

iMUCHAS GRACIAS!
Figura 1. Hoja de avaluacién del pan tipo muffin.

NOTA: los pares no tienen cédigo asignado en la hoja ya que se anotaron a mano

después por que fueron aleatorios.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. ETAPA |. Determinacion de los tipos de microorganismos
responsables del deterioro del pan tipo muffin utilizando un

microscopio.

La principal causa de deterioro de los alimentos es el ataque por diferentes tipos de
microorganismos (bacterias, levaduras y mohos). El problema del deterioro
microbiano de los alimentos tienen implicaciones econdémicas evidentes, tanto para
los fabricantes (deterioro de materias primas y productos elaborados antes de su
comercializacién) como para distribuidores y consumidores (deterioro después de

su adquisicion y antes de su consumo) (Matamoros, 1998).

Debido a sus caracteristicas, el pan es susceptible a la germinacion de mohos. Una
vez que el pan ha salido del horno, el riesgo se incrementa si no es manipulado bajo
condiciones estrictamente asépticas, ya que el aire es el medio por el cual las
esporas de mohos llegan a él (Stanley et al, 2007). Su crecimiento depende la
temperatura, la concentracion de oxigeno (son aerobios estrictos) en el empaque y
la contaminacion del pan previa al empacado (Nobile et al, 2003). Es por ello que
se debe de poner especial atencién mientras es enfriado, rebanado, envasado y
almacenado. El proceso de deterioro se acelera si el pan es guardado dentro de un
recipiente cerrado y todavia no esta completamente frio (después de salir del horno),
debido al vapor que se genera aumentando la humedad del ambiente en el que se

encuentra (Stanley et al, 2007).

En esta etapa se determind que tipo de microorganismos son los principales
responsables del deterioro del pan, esto se logré dependiendo del tipo de agar en
que crecieron, se utilizaron dos tipos de agares, Agar Nutritivo para bacterias y Agar
Papa dextrosa (PDA) para levaduras y hongos, se sembro por triplicado.

Estas muestras se incubaron a 30°C durante 72 horas en una incubadora orbital
INO-650V-7, transcurridas las horas sefialadas observamos las cajas Petri, las que
contenian Agar Nutritivo no hubo crecimiento de ningun tipo de microorganismos, lo

gue nos da a entender de que los responsables del deterioro de los panes no son
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bacterias, por otra parte en las cajas Petri de Agar Papa Dextrosa (PDA), hubo
crecimiento de microorganismos, por lo tanto los responsables de dicho deterioro
de los panes son levaduras u hongos.

Las colonias tenian color crema, superficie lisa, y de aspecto seco. Para confirmar
y tener un mayor conocimiento sobre estos microorganismos, lo observamos en un
microscopio (Sumilab Labomed CXL) y tomando como base a la literatura de las
caracteristicas morfologicas de los microorganismos reportadas en la literatura,

determinamos que son levaduras las que se muestran a continuacion en la figura 2.

Imagen sacada de la literatura Imagen de los panes vista al

microscopio a 40X.

Figura 2. Comparacion de levaduras vistas al microscopio y literatura.




4.2. ETAPA ll: Determinar la concentracion adecuada de cada
conservador natural (acido citrico, vinagre de manzana y aceite de

orégano) no modificando el sabor.

El uso de aditivos alimentarios de origen natural implica el aislamiento, purificacion,
estabilizacion e incorporacion de dichos compuestos a los alimentos con fines
antimicrobianos, sin que ello afecte negativamente a las caracteristicas sensoriales,
nutritivas y su garantia sanitaria. Esto tiene que lograrse manteniendo los costos de

formulacion, procesamiento o comercializacion (Raybaudi-Massilia et al., 2006).

El sabor en los productos para consumo humano es de suma importancia, ya que
es un factor que determina la calidad del alimento, en relacion a las pruebas que se
realizaron para determinar una concentracion o porcentaje aceptable donde el
objetivo era no modificar el sabor. Posteriormente se elaboraron los panes con
diferentes concentraciones para cada conservador, para el vinagre de manzana se
probd las concentraciones de 1%, 3%, 4% y 5%; para el acido citrico 0.5%, 1%, 3%
y 5%; para el aceite de orégano 0.05%, 0.075%, 0.1% y 0.15%, se realiz6 una
evaluacion sensorial con jueces semientrenados, esto con el objetivo de determinar
las concentraciones maximas aceptables; para el vinagre de manzana fue de 3%;
para el &cido citrico de 0.5% y para el aceite de orégano 0.075%, estos porcentajes
estan dados en relacién a la proporcion de harina. Para hacer las respectivas
sinergias se utilizaron limites inferiores y superiores de los porcentajes antes
mencionados (concentraciones maximas aceptables), y se sometié al programa
Minitab 16.1.0.0 mediante un disefio ortogonal de Tauguchi con un arreglo L8 y el

programa arrojo los siguientes resultados:
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Cuadro 1. Concentraciones de los conservadores en los diferentes tratamientos.

TRATAMIENTO A. CITRICO % VINAGRE % OREGANO %

Testigo - - -
T1 0.5 - -
T2 - 3.0 -
T3 - - 0.075
T4 - 2.5 0.05
T5 - 3.5 0.10
T6 0.4 - 0.05
T7 0.4 2.5 0.10
T8 0.4 3.5 -
T9 0.6 - 0.10
T10 0.6 2.5 -
T11 0.6 3.5 0.05

Cuadro 2. Resultados de la evaluacion sensorial.

Acido citrico %

Vinagre de manzana
%

Aceite de orégano %

0.5 1 3 1 3 4 5 | 0.05|0.075 | 0.10 | 0.15

Juez X X X X X X X
1

Juez X X X X X X X X
2

Juez X X X X X X X X
3

Juez X X X X X X X X
4

Juez X X X X X X X X
5
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Figura 3. Panes tipo muffins.

4.3. ETAPAIIl: Analisis microbioldgicos de los panes (muffins) con la
adicion de conservadores naturales (Acido Citrico, vinagre de

manzanay Aceite de Orégano).

En esta etapa se analizaron 11 tratamientos con sus respectivas sinergias, y un
testigo que no contenia ningun conservador como referencia, en base a esto se
tomd 1 g representativo de cada pan con su respectivo tratamiento, este proceso
se realiz6 cada 24 horas durante 96 horas consecutivas, se diluyo las muestras
hasta alcanzar un factor de conversion de 103 y estas se sembraron en cajas Petri
por duplicado en PDA para levaduras y hongos, se encubaron las cajas Petri a 30°C
para cada dia, y se contaron las colonias de cada caja Petri en un cuentacolonias
(marca Scientific) sacando un promedio de cada tratamiento, para determinar el

resultado final de UFC por gramo de muestra se utilizo la siguiente formula:

UFC/g= (No. De colonias * factor de dilucién)/mL tomados para verter en las cajas
Petri.
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En esta grafica podemos observar que en ningun tratamiento hay crecimiento, esta

prueba se realiz6 en el TO (tiempo inicial).

Tiempo inicial

0.9
0.8
0.7
0.6
O 05

UFC/

0.4 B UFC/g
0.3

0.2
0.1

TGO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 Ti1l
TRATAMIENTOS

Figura 4. Grafica de UFC/g contadas al tiempo inicial.
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En esta grafica se observa que Unicamente hubo crecimiento en el testigo con
112,000 UFC/g y el T2 con 8,000 UFC/g, y en los demas no se presentd ninguna

proliferacion microbiana.

24 horas
120000
100000
80000

UFC/g

60000
40000 m UFC/g

20000
0 N
TGOT1 72 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10T1i1
TRATAMIENTOS

Figura 5. Grafica de UFC/g contadas a las 24 horas.

En esta grafica se observa que hubo crecimiento en el testigo y en otros
tratamientos, el testigo 360,000 UFC/g, para el T2 hubo gran proliferacion 1,540,000
UFC/g; para el T3 y T5 hubo un pequefio crecimiento, el T9 fue muy similar al

testigo.

48 horas

1800000
1600000
1400000
1200000
2 1000000
800000
600000 ® UFC/g

400000 I

200000 I
0

TGO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 Ti0 Ti1

TRATAMIENTOS

UFC

Figura 6. Grafica de UFC/g contadas a las 48 horas.
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Podemos observar que ya se presenta mas crecimiento en los diferentes
tratamientos, para el Testigo (TGO), T1, T3, T6, T8, y T9 presentan un crecimiento
incontable y cabe mencionar que se le puso un valor como referencia para poder
representarlo graficamente, para el T2 1,900,000 UFC/g, T10 1,140,000 UFC/g, T5
80,000 UFC/g, pero para el T4, T7 y T11 no hubo crecimiento.

72 horas

12000000

10000000
8000000
6000000
4000000 W UFC/e
2000000

0 I ] I

TGO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 Ti0 Til
TRATAMIENTOS

UFC/g

Figura 7. Grafica de UFC/g contadas a las 72 horas.
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En esta grafica se puede observar que hubo mayor crecimiento en comparacion a
las evaluaciones anteriores, para el testigo presento un crecimiento incontable, de
igual forma para los T1, T2, T3, T8, T9 y T10. Para el T6 2,580,000 UFC/g, el T5
92,000 UFC/g, y enlos T4, T7 y T11 no hubo crecimiento.

96 horas

12000000

10000000
8000000
6000000
4000000 = UFC/g
2000000 I

0 ~

TGO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 Ti0 Til
TRATAMIENTOS

UFC/g

Figura 8. Grafica de UFC/g contadas a las 96 horas.

Como resultado obtuvimos que los tratamientos T4 (2.5% a. acético y 0.05% aceite
de orégano), T7 (0.4% a. citrico, 2.5% vinagre de manzana y 0.10% aceite de
orégano), y T11l (0.6% a. citrico, 3.5% vinagre de manzana y 0.05% aceite de
orégano) fueran los mejores, ya que no se presenta crecimiento microbiano en las

96 horas evaluadas.
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Cuadro 3. Concentracion de los tratamientos (T4, T7 y T11).

Conservadores/Tratamientos | Acido citrico Vinagre de Orégano (%)
(%) manzana (%)

Testigo - - -
Tratamiento 4 - 2.5 0.05
Tratamiento 7 0.4 2.5 0.10
Tratamiento 11 0.6 3.5 0.05

4.4. ETAPA IV: Evaluacion bromatologica

Pan tipo muffin

En el cuadro 2 se muestran los resultados del pan muffin con el T4 (vinagre de
manzana 2.5% y aceite de orégano 0.05). Se tomod este tratamiento debido a que
fue uno de los tres mejores resultados de inhibicion microbiana y se observa que no

hay diferencias significativas en comparacion a los muffins tradicionales y que sigue

conservando sus mismas propiedades nutrimentales de un pan de muffin.

Cuadro 4. Composicion nutrimental del pan muffin (Valores expresados en

gramos en porciones de 100 Q).

Grasa total
Proteina

Hidratos de carbono
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Minerales 1.35

Humedad 14.78
Fibra 0
Contenido energético 516.49 Kcal

4.5. ETAPA V: Evaluacién Sensorial de los panes muffins

Concordando con Barcenas et al., (2001), quienes mencionan que en el momento
de evaluar las preferencias de un producto, los consumidores no tienen los mismos
conceptos de aceptabilidad, lo que hace amplio el margen de preferencias, esto es
que cada consumidor puede tener una idea de lo que es el sabor o la apariencia
ideal de lo evaluado, Las preferencias organolépticas para muchos alimentos estan
influenciadas por la cultura regional (Witting et al, 2005), por lo que es necesario
determinar para cada producto estandares que satisfagan al mercado objetivo
(Pérez et al, 2007). Actualmente existen lineamientos limitados de analisis sensorial,
dichas normas no consideran las caracteristicas particulares de cada alimento,

como su proceso de manufactura o su presentacion (Tejada et a, 2006).

Resultados de prueba triangular del pan muffin

El objetivo de realizar esta prueba fue para determinar si existia diferencias
significativas entre los panes con conservadores del (T4 y T7) y un testigo, es decir
este sin ningun conservador. El tratamiento (T4) con 2.5% vinagre de manzana y
0.05% de aceite de orégano, el tratamiento (T7) con 0.4% de &cido citrico, 2.5% de

vinagre de manzana y 0.10% de aceite de orégano.

Para el T4 26 panelistas identificaron la muestra diferente y 48 que no encontraron
diferencias, para el T7 28 que si identificaron la muestra diferente y 46 que no.

Obteniendo estos resultados se realiz6 un analisis estadistico Ji Cuadrada con un
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alfa de 0.05 unilateral para los dos analisis, y se obtuvo lo siguiente: para el T4 se
realizaron dos hipétesis (Ho: A = B donde A = pan testigoy B = panconel T4, y
Ha: A # B), como resultado obtuvimos que (XZcaiculada 0.0723 < X?abia 4.61), por lo
tanto se acepta Ho, es decir, que no hay diferencias significativas entre el pan testigo
y el T4. Para el T7 se realizaron también dos hipoétesis (Ho: A = C donde A = pan
testigoy C = panconel T7, y Ha: A # C), como resultado obtuvimos que (X?caculada
0.5885 < X?ania 4.61), por lo tanto se acepta Ho, es decir, que no hay diferencias

significativas entre el pan testigoy el T7.

Cuadro 5. Respuestas de la evaluacion sensorial.

Muestras Respuestas correctas Respuestas incorrectas
Tratamiento 4 26 48
Tratamiento 7 28 46
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5. CONCLUSIONES

Se evaluaron los diferentes conservadores naturales (vinagre de manzana, acido
citrico y aceite de orégano) en diferentes proporciones y con sus respectivas

sinergias, para lo cual se concluye lo siguiente:

Debido a que los microorganismos son los principales responsables del deterioro
de los panes y en relaciéon a los resultados microbiolégicos se obtuvo que los
tratamientos (T4) con 2.5% de vinagre de manzana y 0.05% de aceite de orégano,
(T7) con 0.4% de acido citrico, 2.5% de vinagre de manzana y 0.10% de aceite de
orégano, (T11) con 0.6% de &cido citrico, 3.5% de vinagre de manzana y 0.05% de
aceite de orégano, fueron los que presentaron mayor inhibicién a las 96 horas de
evaluacion, por lo cual estas sinergias y concentraciones alargan la vida atil de los
panes tipo muffins, sin embargo se debe de tener cuidado en la adicion de estos ya
que en concentraciones elevadas modifican el sabor y es inaceptable por los

consumidores.

Para la evaluacion sensorial se tomaron los tratamientos (T4 y T7) descartando el
T11 debido a que es la misma sinergia que el T7 pero en mayor proporciones dando
los mismo resultados. En base a los resultados obtenidos mediante jueces
consumidores se determina que no existen diferencias significativas entre los panes
con los tratamientos (T4 y T7) y sin estos, es decir, que los jueces evaluadores no

percibieron el sabor a los conservadores a estas concentraciones.

En general se concluye que el mejor tratamiento considerando los costos y las
proporciones, que el tratamiento (T4) con 2.5% de vinagre de manzana y 0.05% de
aceite de orégano es el 6ptimo, y este nos permite obtener los mismo resultados
que los T7 y T11 presentando mayor inhibicién a las 96 horas, por lo cual se observé
qgue hay un mayor potencial de inhibicion en las sinergias de ambos conservadores

que solos.
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6. PERSPECTIVAS

Realizar mas pruebas microbiologicas de los tratamientos (T4, T7 y T11) para
determinar hasta qué tiempo presenta crecimiento microbiano, asi como también
realizar evaluaciones sensoriales al tiempo final para determinar la

aceptabilidad, lo cual esta ligado a la vida util.

Realizar m&s evaluaciones en panes con otros conservadores naturales
logrando cumplir con las exigencias de los consumidores que requieren

alimentos mas saludables con la menor cantidad de conservadores quimicos.
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