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Resumen

La conservacion de panes comerciales implica grandes pérdidas relacionados con el ataque
hongos. Para evitar el deterioro fungico, la industria alimentaria requiere del uso de aditivos de
sintesis. Las preferencias actuales del mercado tienden a buscar alternativas de conservacion a
estos quimicos a través de productos naturales que pueden tener ademas otras funciones una
vez incorporados al alimento. En este sentido, el presente trabagpemie evaluar la
funcionalidad de la incorporacién de antimicrobianos naturales en la mejora de la conservacion
y calidad de panes comerciales. Para ello se evaluard la viabilidad y efectividad de diferentes
antimicrobianos incorporadas a dispersionesamgs de formar recubrimientos en estudios in

vitro y también aplicados sobre las superficies de los panes.
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Introduccién

|. INTRODUCCION

I.1. Justificacdbn e interés del tabajo

Durante los Ultimos afios existe un interés creciente de la industria alimentaria por encontrar
formas y métodos mas naturales para la conservag@alimentos. En los Ultimos afios,san
identificado numerososompuestos bioactivos naturales con capacidad antimicrobiana como
aceites esenciales, extractos de plantas o microorganisBwd ét al, 2003) Los principales
problemas de estos compuestos son el coste, la baja persistencia y/o la sensibilidad a las
condiciones ambientales tras su aplicacion. En este sentido, la incorporacion de estos
compuestos junto con matricesoporte comestibles de bajo coste, permitiria aumentar su
persistencia tras la aplicaciongn consecuenciasegurar el éxito del controlparatando los
costes de aplicacién al reducir la dosis necesaria efectiva de compuesto bio&etster (y
Fennema, 1986)

La aplicacion de recubrimientos comestibl¢RC) ofrece grandes posibilidadgasque permite

la seleccién deomponentesadaptadosa las necesidades del alimento y a las exigencias de los
consumidores. En el caso de la industria de la panificacién, los principales problemas de
deterioro son de tipo fungico, lo que hace necesario el uso de quimicos de sintesis para
conseguir una congeacion de bajo coste. Estos problemas apareesnprimer lugaren la
superficie del producto, por lo que la aplicacién de RC con capacidad antifungica seria una buena
alternativa para el control de éste deteriofBoares et al2002).

Los componentede estos RC deberan ser compatibles con el tipo de alimento y con el tipo de
antifangico, a la vez que tener un coste asumible en condiciones practicas de aplicacion. Desde
este punto de vista, los almidones relinen estos requisitos para su aplicacioes(lkaster y
Fennema, 1986)En cuanto a los componentes bioactivos, en los dltimos afios la Industria de
Alimentos esta centrando sus esfuerzos en encontrar estrategias de conservacion mas
saludables para el consumidor y respetuosas con el medio ambiBnteeste sentido, la
incorporacion de microorganismos en los recubrimientos, que limiten el crecimiento de otros
no deseados y produzcan metabolitos con caracter antimicrobiano que permitan alargar la vida
uatil de productos alimentariose presenta comona alternativa viableEn cuanto a antifangicos
naturales altenativosy de probada eficacia, resultaria muy interesante la aplicacion de aceites
esenciales de plantas. El presente trabajo aborda la seleccién de estos compuestos, tanto de los
RC como losibactivos, para el disefio de productos de aplicacién a la industria panaria,
garantizando una conservacion natural y saludable.
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[.2. Amidones

[.2.1. Composicidn v estructura de los almidones

Dentro de los polisacaridos los que m@sencial de uso y aplicaciones tienen, por su alta
disponibilidad y bajo costeson los almidonesLos films de almidémpresentan muy baja
permeabilidad hoxigeno (Dole et al., 2004ero presenta lalesventaja de ser muy hidrofitis

y de tener pobrepropiedades mecanica®idemas,ds almidonesle los films son inestables ya
gue cambian sus propiedades fisicas a lo largo del tiempo, debido @tgamizacion desus
moléculaso retrogradacion (Rindlav et al., 1998).

La estructura dedlmidon (Figurd 1) consiste en dos polisacaridos quimicamente distinguibles:

la amilosa y la amilopectina. heilosa es un polimero lineal de unidades de glucosa unidas por
Syt O0O%& zh Sym St Odzl t LIzSRSy Sa i) Bdla miNBuaSy i S a
soluble en agua, formando micelas hidratadas por su capacidad para formar puentes de
hidrégeno, generando una conformacién helicoidal (Knutzon y Grove, 1994). La amilopsectina

un polimero ramificado de unidades de glucosa unidasre@4dc:’z L2 NJ ($4).fy enO S &
un4c:’s  O2y  dzyB) Bigh&saariitacianes se localizan aproximadamente cada 15 o 25
unidades de glucosa. La caracteristica principal de la amilopectina, es que es sélo parcialmente
sduble en agua caliente (GuarHganna, 2004; Hern@lezMedina et al., 2008). Los granulos de
almidén son un sistema potérico semicristalino, donde la cristalinidad varia de 15 a 45%, y es
atribuida a las cadenas cortas lineales de la amilopectina, que forman dobles hélices,
organizadas en una estructucastalina tridimensional (Zobel, 1988; Eerling y Delcour, 1995).

Las propiedades comercialmente significativas del almidén, tales como su resistencia mecénica
y flexibilidad, dependen de la resistencia y caracter de la region crisgliea, su vezsfuncion

de larelacion de amilosa y amilopectina, y por lo tanto del origen del almidén, de la distribucion
de pesos moleculares, del grado de ramificacidn y de la conformacion de cada componente de
polimérico (Ruiz, 2006).
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[.2.2. Films de almidén: obtencién vy propiedades

Las peliculas o films de almidiambién denominados recubrimientosg pueden obtener por

dos métodos: via humeda y via seca (RonBastidas et al., 2005). En el primero sedba
preparar una dispersion de almidén y someterla a calentamiento para inducir la gelatinizacion.
La dispersion gelatinizada se extiende sobre una superficie nivelada (casting) y se seca en
condiciones controladas de humedad y temperatura. Cuando se dejarocesos en seco se

usan materias primas de propiedades termoplasticas que puedan ser moldeados, por procesos
térmicos 0o mecéanicos con la ayuda de plastificantes, para que los materiales obtenidos no
presenten fragilidad a temperatura de ambiente (fediret al., 1997). El almidén gelatinizaeto

el que se incorpora un plastificantiene propiedades termoplasticas (TPS) y pugde,tanto,
tratarse como otrogsermoplasticos (Pagelle et al., 2002

En la formacién de films de almidon se producen dosirfemos la gelatinizacion y la
desestructuracién. La gelatinizacion, se define como la perdida de la cristalinidad de los granos
de almidon en presencia de calor y altas cantidades de agua, con muy poca 0 ninguna
despolimerizacién. En el proceso de gelatgion, el orden molecular dentro de los granulos es
destruido gradual e irreversiblemente. Durante la gelatinizacién el agua penetra inicialmente en
lasregiones amorfas produciéndost hinchamiento del granuj@asociado a una disminucion

de la birrefrngencia.Luego el agua difunde de las cadenas de almidtmsaperficie de los
cristales a medida que la temperatura aumenta, provocando la movilidad térmica de las
moléculas y su solvatacion, favorecida por las fuerzas de hinchamiento. Todo ello prosoca
disminucién de la cristalinidad, por el desenrollado de las dobles hélices, hasta que la estructura
granular es fragmentada casi completamente, obteniéndose una solgeid(Ruiz, 2006).a

pasta de almidon obtenida después de la gelatinizacibn noestable, porque en el
almacenamiento se produceneorganizacionesestructurales que constituyerel llamado
proceso deetrogradacion.

La formacion de films de almidon requiere de la gelatinizacion previa para la liberacion de los
polimeros del granulo y su reasociacion para formar la matriz delUitrm.vez terminado el
proceso de gelatinizacion el siguiemaso para la formacién de dilm, es la homogenizacion,

con equipos como un roteestator (Jiménez et al., 2012).

En la formacion de films de almidon se produce la desestructuracion del granulo, que es el
proceso de transformacion del almid&emicristalino en una matriz homogénda polimero

con la ruptura de los puentes de hidrogeno entre las moléculas de almidén y la
despolimerizacion parcial de las moléculas. La amilopectina se despolimeriza inicialmente y
luego también la amilosa con la aplicacion de mayor endé@gaidin et al] 1999; Chang et al.,
2006). La desestructuracion también puede ocurrir cuando se aplica calor. EI aumento de
temperatura incrementa la solubilidad del almidén en agua produciéndose una
despolimerizacion significativa alrededor de los 150°C, sin embsotgmente por encima de
190°C puede confirmarse el incremento de la solubilidawando se aumenta el contenido de
humedad de la mezcla disminuye el grado de desestructuracion PRO&).
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[.3. Adicién de compuestos a los films

Los films puedemaodificar sus propiedadeson la adiciore componentes a su formulacidBe
trata de sistemasulticomponente Tabla I.1) ystan formados por dogrupcs decompuestos
los mayoritarios (almidones, celulosas, proteinas o polimeros derivados del petyéles)
minoritarios (lipidos, antioxidantes compuestos antimicrobianosiEstos pueden dotar a los
films deactividadantimicrobiana, antioxidante o mejorar las caracteristicasegales de ste
(Kester y Fennema, 1986)

Tabla 1.1 Clasificacion de los ngponentes de los films biodegradables (Palanca, 2014)

| MAYORITARIOS I MINORITARIOS |
| NATURALES || SINTESIS QUIMIZA
*POLISACARIDOS*DE BIOMASA PLA*LIPIDOS *ANTIMICROBIAN(
Almidén Acidos Grasos Aceites Esencialf
Celulosa *DE PETROQUIMICQ)Seras Bacteriocinas
Quitosano PCL *ANTIOXIDANTES
*PROTEINAS PVA *PLASTIFICAN’ Resveratrol
Caseinas PGA Glicerol
Gluten de trigo Polietilenglicol *EMULSIONANTES

SISTEMAS MULTICOMPONENTES

Las caracteristicateseables que se deben tener en cuenta a la hora de incorponaponentes
a la dispersion formadora de filson las siguientes (Kester y Fennema, 1986):

- Libres de toxicos, yque van a ser utilizados en productos alimentarios con distintos
fines

- Elaboraciéon sencilla, debido a que en el entorno alimentario industrial no es viable
utilizar un método que conlleve una gran dificultad en su produccion y aplicacion.

- Bajo coste denateriales y proceso de produccion.

- Baja permeabilidad al vapor de agua para evitar pérdida o ganancia de humedad, que a
su vez puede madificar la textura, generando un rechazo por el consumidor.

- Permeabilidad selectiva a gases y volatiles, que puedaririefh gran medida en la
estabilidad de alimentos sensibles especialmente a la oxidacion.

- Resistencia mecanica, flexibilidad.

En cambio las siguientes caracteristicas pueden considerarse deseables o no en funcién del
objetivo y utilizacion del filnfKester y Fennema, 1986)

- Actividad antimicrobiana
- Insipidos e inodoros para no alterar las propiedades organolépticas de los alimentos.
- Incoloros y transparentes.
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1.3.1 AceitesesencialesAE)

Las plantas sintetizan los aceites esenciales en su ftipgrara protegerse de enfermedades e
infecciones que les afectaahuyentara los insectos depredadores y atraer abbeseficiosos
(polinizadores). Ess aceites esenciales se han utilizado desde la antigledad en numerosas
aplicaciones: perfumes, ambigmores, cosméticos, farmaco, etc. A pesar de que la industria
alimentaria ha utilizado los AE como saborizantes, en la actualidad su capacidad antimicrobiana
ha centrado el interépor sualto potencial. Los AE contienen un-89% de sustancias volatiles

y un :15% de componentes no volatiles. La parte volatil estd constituida principalmente por
terpenos, terpenoides y otros compuestos aromaticos y alifaticos, todos caracterizados por su
bajo peso molecular (Sanch&onzalez et al., 2011).

Numerosas invagjaciones(Tablas 1.2 y I.3)an demostrado que losomponentes de estos
aceites esenciales son capaces de ejercer una accion bactericida o bacteriostatica a partir de
diferentes concentracioney,en algunos caséambiénantifingicacomose muestra eia Tabla

Il para estudiosn vitro. También se ha encontrado una buena efectividad antimicrobiana
cuando estos aceites se incorporan junto a matrices poliméricas formadoras de film en
aplicaciones a diferentes alimentos (Tabla I.3).

A pesar de los numeros estudios sobre AE, su mecanismo de accion todavia no esta claro.
Todo indica que la clave de su actividad es su hidrofobicidad ya que los terpenos, componentes
mayoritarios de los AE, tienen la habilidad de insertarse entre los lipidos que constduyen |
membrana bacteriana provocando la desnaturalizacion de las proteinas y, consecuentemente,
destruyendo la membrana celular (Turina et al., 2006). En general los AE parecen ser mas
efectivos frente a Bacterias Gram + que frente a Graya que su membraneelular es mas
sencilla (Holley et al., 2005)

Por otro lado, en el caso de las células eucariotas como es el caso de los hongos, el dafio se
produce a nivel de la membrana mitocondrial. Los AE provocan su despolarizacién disminuyendo
el potencial transmeiorana y aumentando la permeabilidad de la membrana a través de los
canales i6nicos y de la bomba de protones (SanGwrzalez et al., 2011). Cabe mencionar que

la actividad antimicrobiana de los AE no se puede atribuir a un anico componente mayoritario,
sino que se al tratarse de mezclas muy complejas, su actividad antimicrobiana es el resultado de
una sinergia entre todos sus componentes. Numerosos estudios corroboran que los AE son
significativamente mas efectivos que sus componentes principales aid@ibgtd., 2002,

Mourey et al., 2002).
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Tabla 1.2 Aceites esenciales, componentes principales y actividad antimicrobiana (adaptada de
Sanchezsonzélez et gl2011).

Aceites esencialey Componentes mayoritarios Propiedades antifingicas Referencias bilbiogréaficas
Bergamota Limonelo, Linalol Penicillium digitatum afzjfggzr),yhi:ll‘iirzlz()/zil?gll((’\)ﬂjknzfoce)
Canela Cinamaldehido Aspergillus Gofii et al. (2009), Mantle et al. (194
Cilantro Linalol Saccharomyces Delanquis et a(lzé(2)(7)§)2) Msaada et
Clavo Eugenol, Acetato de eugend| Aspergillus Wenquiang ez;cl).ogom), Gofii et 3
Limoén Limonelo, Valenceno, Ocimepo  Aspergillus, Penicillium Mantle&;:L.O(jsi%ol\élfuﬂday
Orégano Carvacrol, Timol, Terpenos| Rhodotorula, Botrytis, Fusariupn Souzaetal. ((22%%2)’ Zivanovic et g

Tabla 1.3. Aplicaciones de films con aceites esenciales para el control microbiano en la
conservacion de diferentes alimentos.

Polisacarido o plastico | Aceite Esencial Microorganismo Alimentos Referencia

Bergamota, tomillg

Quitosano , Penicillum italicum Naranjas | Chaferetal., 2011
y té verde
Gliadina Cinamaldehido Aspergillus Niger Pan Balaguer et al. 201
Enterobacterias,
Polietileno/Celulosa Orégano levaduras y bacteriagCarne de pollp N. Oral et al. 2009
Lacticas

Bacterias mesofilas

Hidroxipropilmetil- celulosgExtracto de propoli
prop prop levaduras y mohos

2]

Uvas de mesa Pastor et al., 2011

Penicillum digitatum,
Aloe vera Tomillo Botrytis cinerea y Nectarina |Navarro et al., 201
Rhizopus stonifer

Canela

Se encuentran alrededor de 200 especies de carekd sudeste de Asia, Asia Oriental y las Islas
del PacificoLa caneldFigura I.2 es una planta con una fragancia bastante intensa en todas sus
partes, ya que todas contienen diferentes tipos de aceite esencial, con una composicion variable
segun la parte de la que se extraiga el aceite. En el sector alimentario, la sanat®cia
comunmente con la corteza seca del arbusto canela de Sri Lanka.
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El componente principal del aceite obtenido a partir corteza de la planta de la canela es el
aldehido aromético -3enil-2-propenal también llamado cinamaldehido(Tabla 1.4,) que
constituye aproximadamente el 80% del aceite esencial. Sin embargo, el aceite de las hojas del
arbusto de canela contiene eugenol como componente principal, msiergl aceite de la raiz
poseealcanfor en mayor concentracion, por dltimo el aceite de lase§l tiene acetato de
cinamilo como su componente mas importarf¥ang et al.2004)

Tabla 1.4 Componentes principales aceite esencial de corteza de canela (Wang2604)

L Porcentaje de
Punto ebullicion . .

Componentes (20) composicion
(%)
Eugenol 256 a2
Acetato de cinamilo 265 1,1
Acetato de eugenilo 268 1
Benzoato de benzilo 323 3

El aceite esencial obtenido de la corteza del arbusto de la canelauenmayor importancia
respecto al obtenido en otras partes de la planta de la canela debido a su mayor concentracion
de cinamaldehido, cuya accién antimicrobiana ha sido demostrada en diversos estudios contra:

Escherichia coli, Yersinia enterocoliti®seudomonas aeruginosa, Salmonella choleraesuis,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus y Enterococcu§Gaécalis

al., 2009; Mahdi Ojagh y Reza&i010); y acciéon antifaigica contraRhizopus igricans
Aspergillus flavus, Agpgillus riger y Penicillium expansu@antle et al., 1998; Moufida y
Marzkouk, 2003Xing et al.2010;Balaguer y LigezCarballo et a] 2013).

Figura I.2Planta de canela y aceite esencial de canela.

Oré&ano

Elorégano (Figura |.B(Origanum vulgarges una hierba aromatica que pertenece a la familia

de las Lamiaceas y se encuentra de forma comin en Asia, Europa y el norte de Africa. En la
medicina popularel O. vulgareha sido usado para el tratamiento de tt@os respiratorios,
trastornos urinarios, menstruaciones dolorosas, tratamiento de latigrtrentre otros. En el

ambito culinaricel orégano también es usado con el objetivo de otorgar sabor.
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La composicion del aceite esencial obtenido de las hojda planta de oréganéTabla 1.5.ks

muy variada debido a la gran cantidad de componentes que posee, pero cabe destacar en su
composicion el carvacro#i$5%), timol (19,6%) y otros monoterpenos (30%) (Teixeira et al.
2013).

Tabla 1.5.Componentes priripales aceite esencial de orégano (Teixeira et al. 2013).

L Porcentaje de
Punto ebullicidn .

Componentes (20) composician
(%)
Timal 233 19,6
Carvacrol 238 45,5
y-Terpineno 183 9
P-Cimeno 177 11

Numerosos estudios han demostrado que el potencial del aceite esencial de orégano para
aumentar la vida util de alimentos, ya que ejerce un efecto antibacteriano, como en el caso de
pollo contraPseudomonas Enterobacterias (Chouliara et,&007), pez espada (Giatrakou et

al., 2008) o pulpo (Atrea et al2009). También se ha demostrado un efecto anti fungico en
Rhodotorulas, Botrytis, Fusarium o Candidalisic et aJ.2004, Souza et aR007, Zivanovic et

al., 2005) oA. flavus, A. niger y A. ochracéBaster et a].1995; Viuda et al2006).

Figura I.3Planta de orégano y aceite esencial dégana

1.3.2 Bacterias del acido lacti¢BAL)

Lactobacilluson un géne de bacterias Gram positivas, anaerobias facultativas denominadas
de este modo debido a que son capaces de producir acido lactico a partir de lactosa u otros
monosacaridos. Dentro del génefoactobacillusencontramos diversas especies corho
acidophilus L. bulgaricus, L. casei, L. dellbrueckii, L. plantarum, L. reuterhas de las cuales

son capaces de producir metabolitos secundarios de interés.

Sobolov and Smiley (1960) concluyeron que alglaasobacillusran capaces de generar un
metabolito enpresencia de glicerol denominadehiiroxipropionaldehido (3HPA reuterin),
compuesto con alta actividad antimicrobian&si, mmerosos estudios han demostrado la
capacidad del.. reuteripara inhibir tanto el crecimiento de microorganismos indeseables en el
tracto gastrointestinal comoEscherichia, Salmonella, Shigella, Proteus, Pseudomonas,
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Clostridium o Staphylococc@&xelsson et gl.1989; Arques et §12004) o algunas especies
fungicas comd-usarium graminearurfGerez et a.2009)

En vistas a la aplicacion dereuterj o su metabolito reuterina productos alimenticios, es de
particular interés conocer que factores influyen en la acumulacién y la estabilidad de la molécula
3-HPA. Talarico et al. (1988) observaron que se pueden obtener 67 mM de reuterin a partir de
250 mM glicerol mediante el ugte células en reposo de reuteri LuthiPeng (2002) encontrd

gue la produccion de reuterin por &l reuteriera mayor al realizar su cultivo en medios con
leche desnatada, leche de soja 0 MBIB. embargo las investigaciones acerca de las variables
gue afectan a la produccién y estabilidad de la molécula de reuterin son todavia escasas.

En cuanto a las aplicaciondsl L.reuteria la industria de alimentoslesde 1990 una empresa
biotecnoldgica sueca (BioGaia, Estocolmo, Suecia) ha introducido en el mercado mundial una
serie de productos que contiendnreuteri para el cuidado de la salud de los consumidores y
animal. Adicionalmente, también se han hechiimos para incorporak. reuteria helado con

el fin de obtener un producto prebiético (Hagen y Narvhus ef8p9).

I.4. Problemética de conservacion asociada a los productos de panaderia con alto contenido
en humedad.

El BOER.D1137/1984 desigha pan como producto perecedero, sin otro calificatresultante

de la coccién 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 Sacclaromyces cerevisiael pan de leche es definido conaguel elaborado con masa
panaria a las que se han incorporado el ingrediente del que toma su hombre (leche) en una
cantidad minima y maxima de HO0 respectivamente referida gramos por kilogramo de
harina.

En el caso de los panes de leche nos encontramos con un alto conteniionedadazucares
simples y complejos (almidén), ademas de proteinas y grasas debido al uso de leche en su
formulacién, por lo que se convierte en un producto muy rico etrientes y susceptible a
contaminaciones (Soares et,&002). La contaminacion debida a hongos es un problema muy
comun en la industria panadera y el crecimiento de estos determina la vida Gtil en la mayoria de
los productos con alta humedad.

Las condiiones que favorecen la accion de los hongos en este tipoatdieictosestan asociadas

en primer lugayra la presencia de oxigeno. La textura porosa de los panes y/o los envases en los
que habitualmente se conservan no permiten la completa eliminaciénxdgeng por lo que

con el tiempo son capaces de acumular un nivel de oxigeno suficientemente elevado para el
desarrollo de los hongos. En segundo lugar, los niveles, dabituales de panegn torno a

0.80) son suficientes para el crecimiento de los hgos y aunque el horneado es capaz de
destruir la mayor parte de los hongos o esporas, los productos de panaderia son muy
susceptibles a sufricontaminaciones secundariasirante el envasado o almacenamiento. El
punto mas sensible para el inicio del débeo fingico es la superficie destos alimentosya
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gue ademas de ser muy rica en nutrientes como azucares, se dan otras condiciones ambientales
beneficiosas para el crecimiento de los hongos (Soares 20aR).

Entre las especies mas importantes lilengos capaces de proliferar en la superficie de los
productos de panaderia encontramdgtp://alimentariaonline.com/2004/06/11/alteraciones
microbianasen-el-pan).

- Penicilliumglaucum,P. expansunm{producen esporas verdes).

- Rhizopuanigricans vulgarmente llamado moho del pan, que presenta un micelio blanco
de aspecto algodonoso con esporangios negros.

- Aspergillusniger, con conidios cuyo color varia de verdosoegm y que produce un
pigmento amarillo que se difunde en el pan.

- Oidiumauriantacum que produce manchas de color naranja.

- Mucormucedg moho blanco.

- Monilia sitophila cuyos conidios rosados producen en el pan una colaboracion
asalmonada.

- Moniliavariabilis que produce en el pan la llamada enfermedad del yeso

1.4.1 Aspergillus

El géneroAspergilluscontiene, en la actualidad, mas de 100 especies y pertenece al grupo
Deuteromyceteghongos imperfectos). Las especies del gémespergillugoroducen esporas

asexuales (denominadas conidiosporas o conidios) en una estructura especializada denominada
aspergillum Elaspergillumnace sobre una estructura alargada, cuya parte basal forma la
RSY2YAYlFRIFE &aOSft dzf I LIA S ¢ todg\ektis @dtructirés s&lade®midaS y S N2 &
conidiéforo, el cual se encatra representado en la figura |.@lay et al.2009).

El color es la principal caracteristica macroscopica para la identificacion de los grupos de
aspergilos. Poseen distintos tonos wkerde, pardo, amarillo, blanco, gris y negro. Las cabezas
conidiales presentan bajo el microscopio cuatro formas basicas: globosa, radiada, columnar o
claviforme y a simple vista las mas grandes suelen parecer diminutas alfileres sobre el substrato
(Kozaléwicz 1989).

Células de Hulle

Figura .4 Conidi6foros déspergillug estructura
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La presencia déspergillusen los alimentos depende del sustrato y de factores ambientales
como la actividad de agua, temperatura, pH, potencial redox, presencia de conservantes y
competencia por los nutrientes. Debido a que se trata de microorganismos de héabitat terrestre
y a su apacidad de crecer con valores debajos,Aspergillues un género contaminante muy
habitual en cerealey alimentos deshidratados. La contaminacién de derivados carnicos es
debida a la presencia del hongo como contaminante de las especias empleadas en s
elaboracion. La presencia despergillusen leche y derivados es fundamentalmente debida a
falta de medidas de higiene en la planta industrial, como el empleo de recipientes no
suficientemente limpios o de aire no filtrado. También se encuentran freenssnte
contaminaciones superficiales en alimentos ricos en alm{dan et al.2009)

Algunas especies, por ejemplo nigero A. oryzagson de interés industrial o se emplean en la
fermentacion de alimentos en ciertas regiones (KozakieWf89).

Asperqillusiiger

A. niger es un microorganismo aerdbico, mesdfilo, heterétrofo y quimiorganotréfanivel
microscopico sus colonias son inicialmente blancas, posteriormente negras y con un reverso
amarillo tal y como figura en los ejemplos de la figuilab. Los conidiéforos son hialinos,
pigmentados en su parte superior, lisos y de pared gruesa. Como hongo filamentoso, cada
filamento crece fundamentalmente en el apice, por extension de la célula terminal. Cada
filamento aislado consiste en hifas septadg crece formando bolas compactas que
colectivamente se denominan micelios, que pueden ser vistas facilmente sin el microscopio. El
micelio surge porque las hifas individuales al crecer se entrecruzan dando lugar a espesos
aglomerados. A partir del micelialgunas hifas pueden ir buscando la superficie, originando asi
un micelio aéreo que a su vez da lugar a esporas llamadas conidios. Los conidios son esporas
asexuales, a menudo fuertemente pigmentados y resistentes a la desecacién, siendo su mision
la dedispersar el hongo a nuevos habitats.

El rango de temperaturas en el cual es capaz de desarrollar su metabolismo esde\eb0°C,
siendo el rango déemperaturas 6ptimas para su crecimiento entre 30 y 35°C. El pH 6ptimo
para su desarrollo es de 56 por lo que un medio ligeramente acido sera favorable para su
crecimiento(Van Tieghem et all867)

Figura I.5A. ngerinoculado en PDA y crecimiento en pan
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1.4.2.Penicillium

Las especies del gendrenicilliumson muy ubicuas, oportunistas y saprofitas, siendo capaces

de crecer en medios muy diferentes. Generalmente, estos hongos se encuentran en la
naturaleza ligados a los procesos de descomposicion de la materia organica, lo cual les hace
jugar un papel impdante en la degradacion de una amplia variedad de alimentos (Jay; et al.
2009).

El géneroPenicilliumincluye més de 200 especies, de las cuales 50 son aisladas con mucha
frecuencia. Todas las especies mas comunes crecen y esporulan muy bien en losdaedios
cultivo habitualmente empleados en el laboratorio, produciendo colonias pequefias y circulares
con tonos gris verdoso o verdeulados; por ello, la gran mayoria de las especies de este género
son facilmentereconocibles a nivel de género.

La clasificaeion del género se basa fundamentalmente en la morfologia microscépica del cuerpo
fructifero, denominado penicillus. El género se divide en distintos subgéneros en funcién del
namero y ramificaciones de las fialidas taloyno se describe en la figura I(8ay et al.2009).

Figura 1.6 Conidi6foros dé”enicilliumy estructura

Como ya se ha indicado, es posible encontrar un elevado nimero de espePiesicifiumen
alimentos; constituyendo, en la mayoria de los casos, contaminantes ocasionales y casi nunca
provocando graves pérdidas econdmicas. Sin enthaagveces se encuentran asociados con
determinados procesos industriales y pueden jugar un papel importamia degradacion de

los alimentos. Solamente unas pocas especies tienen una implicacion seria en aspectos
relacionados con la salud publica.

Algunas especies aisladas a partir de alimentos tienen su habitat natural en cereales,
apareciendo en ellos just@ntes o después de la cosecha. En particBHagurantiogriseunP.
verrucosumP. viridicaturry otras especies estrechamente relacionadas se encuentran en trigo,
cebada y otros cereales cuando se cultivan en regiones tempRdasiiculosuny P. oxaliom

se encuentran, en cualquier lugar del mundo, asociadas a cultivos de maiz. Por el contrario, las
especies del génerBenicilliumno se detectan en el arroz durante su cultivo, llegando a este
cereal durante su almacenamient®; citrinumes la especie &s importante. En el caso de la
industria panadera es de gran importante las contaminaciones producidd&epmansuni{Jay

et al, 2009).
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Penicillium expansum

P. expansunes un organismo fangico, productor de esporas azul brillante o verdes tal y como
se demuestra en los ejemplos repeesados en la figura |./muy frecuenteen la mayoria de
cultivos y diversos alimentos como en la pogsecha de manzanas o en el pan. Este hongo es
capaz de producir al pudrir el hospedador un metabolito cancerogéaimado patulina.

Sus conidiéforos son moneerticilados, ramificados y septados con células esporuladas
(fidlides). Su estructura celular es elipsoide o conidios piriformes de textura suave y forman
colonias circulares de bordes lis& temperatura derecimiento 6ptima es de 25°C, pero es
capaz de crecer a tempertas entre-2°Chasta alrededor de los 35°C.

Figura .7 P. expansunmoculado en PDA y crecimiento en pan
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[I..OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

II.1. Objetivos

El objetivo general fuestudiar diferentes estrategias pasdargar la vida util en pan de leche
mediante la aplicacion ddilms o recubrimientos (RC) comestibles/biodegradables que
incorporan compuestos natales bioactivos.

Para ello se plantean como objetivos especificos

Disefar formulaciones de estos compuestos y optimizar las condiciones practicas de
aplicacion adaptadas al tipo compuesto bioactivo: aceite esencial o bacteria lactica.

Caracterizar lactividad antifingica de los compuestos y RC bioactwosnsayosn
vitro.

Analizar la efectividad antifangica de los RC bioactivos aplicados a panes de leche.

Evaluar algunos pardmetros de calidad en los panes recubiertos.

[I.2. Plan de Trabajo

Parala consecucién de los objetivos planteados se sigui6 el siguiente plan de trabajo:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Seleccidn los compuestos naturales, tanto bioactivos como de los RC, mas interesantes
para la aplicacion a panes de leche. En los bioactivos se priorizar4d su actividad
antifingica y en los RC que sean una buena matriz soporte.

Obtencién de una formulacion estable de los componentes: matriz soporte y compuesto
bioactivo correspondiente. Optimizacién del proceso de obtencién de la formulaciéon
adaptado a las condiciones de eadompuesto bioactivo (aceite esencial y bacteria
lactica).

Disefiar en panes de leche la forma y modo de aplicacibn mas adecuado de las
formulaciones.

Evaluar la actividad antifungica in vitro de los compuestos bioactivos incorporados a los
RC contra horwp seleccionados por causar deterioro en panes de leche.

Analizar la efectividad antifungica in vivo de los compuestos bioactivos incorporados a
los RC y aplicados a panes de leche infectados con los hongos seleccionados.

Evaluar el efecto de la aplicéni de los RC bioactivos sobre algunos parametros de
calidad de panes de leche (pérdida de peso y textura) durante su vida util.

Andlisis estadisticy discusion de los resultados
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Il MATERIALES Y METODOS

[11.1 Materias primas

Las formulaciones formadoras de recubrimiento (FFRs) se prepararon utilizando como matriz
soporte almidén de maiz pregelatinizado (AM, Pregleflo CH20) y glicerol (G) como agente
plastificante. El almidén de maiz fue suministrado poempresa Laisa Roquette Espafia, S.A.
(Valencia, Espafa) y el glicerol por PanReac Quimica SLU (Barcelona, Espafia).

Los aceites esenciales, de canela de corteza (AC) y orégano (AO), fueron suministrados por
Herbes del Moli, Coop. V. (Alicante, Espait&fos aceites fueronseleccionados por su
demostrada accién antifangiceontra Aspergillus nigey Penicillum expansurmen estudios

previos (Balaguer edl., 2013; Xing y Li, 2000y por su alta compatibilidad sensorial con el
producto a recubrir.

Para la otencion de reuterin a partir deactobacillus reutese adapté el protocolo propuesto

por Stefan RoosUS 20140057992. 2014) y LEReng et al.(2002) En estudios previos no
publicados se verificd que la metodologia que a continuacion se describageamaiviabilidad

de las bacterias por encima de’10FC/mL. Se repartieron 1,6 g del contenido de un sobre de
Lactobacillus reuterProtectis DSM 17938 (BiralSuero Baby, Laboratorios Casen Fleet;
Zaragoza, Espafia) en cuatro tubos de 19 mL de MRS Bwdhuoo (Scharlab S.L., La Jota,
Barcelona, Espafia). A continuacién se introdujeron en una jarra de anaerobiosis (AG0025A,
Oxoid), condiciones generadas por un sobre de anaerobiosis (AeroGen, ANO035A, Oxoid), y se
incubaron en una estufa bacteriolégidaqudigit, J.P. SelegtEspafiaa 37°C durante 24 horas.

Tras esta primera incubacién, el contenido de los tubos, prei¢e agitados con un agitador
vortex (REAX Top, Heidolph Instruments, Alemania), fue vertido en frascos de vidrofftwist

con 780 mLde MRS Broth e incubadas 48 horas a 37°C en las mismas condiciones de
anaerobiosis. Finalizado el segundo periodo de incubaeléoyltivo obtenido se centrifugé
(centrifuga Medifriger BE, J.PSelecta, Espafia) a 6610 rpm durante 10 minutos a 25°C; se
elimind el sobrenadante y se lavé con una disolucion de PBS (10 mmol/L fosfato, 137 mmol/L
NacCl, 2,7 mmol/L KCI, pH 7,4). El precipitado obtenido se resuspendi6 en una disolucién de leche
desnatada Central Lechera Asturiana, Asturias, Espafi@ny1,38 mgle glicerol en 100 mL

leche (150 mM)LuthiPeng et al.2002. Por cada 14 mg de precipitado obtenido se afiadio 1

mL de la disolucion anterior. Tras agitar y disolver el precipitado se incub6 en condiciones de
anaerobiosis a 37°C durante 2 horas para fue o I O S NA-hidroxipropior@ldekidol & S b
(reuterin), (LUthiPeng et a].2002). Se volvid a centrifugar con el objetivo de eliminar el mayor
namero de células posibles y concentrar el principio activo (reuterin). Y esta fue la disolucion,
en adelate Lr, que se afiadira después a las formulaciones FFRs.

Se llevaron a cabo ensayos previos con el objetivo de estandarizar la concentracioén de polimero
en la FFR y el método de aplicacién de las formulaciones sobre los panes de leche. La
concentracion 6pma de almidén en I&FR fue de un 3,5%& que a esta concentracion la
dispersion final mostré la viscosidad y adherencia suficientes para conseguir el recubrimiento
total y homogéneo de la pieza de pan sin apreciarse mojado internordishaa Las muesas

fueron recubiertas por inmersiomanteniéndolas sumergidas en la FFR por 2 segundos.

Se descartaron métodos como el pintado, por dar resultados muy irregulares, y la pulverizacion,
por la elevada viscosidad de la formulacién
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[11.2. Preparacion de la formulaciones formadoras de recubrimiento

En la tabla VI se resume la composicion de todas las formulaciones utilizadas. La metodologia
de preparacién de las FFRs fue estandarizada y consistié en disolver 3,5% (p/p) de AM en agua
bidestilada durante 30minutos, manteniendo una agitaciébn constante, y esterilizar en una
autoclave (Presoclave Il 75, BRlecta, Espafia) a 121°C durante 15 minutos. A continuacion, se
afadi6 el aceite esencial correspondiente en un ratio polimero: aceite de 1:0,5. Finglmente
todas las FFRs se le adicion6 una disolucion de glicerol 150 mM en un ratio polimero: glicerol de
1:0,4 basado en resultados anteriores no publicados, previamente autoclavada durante 15
minutos a 121°C. En el caso taktobacillus reuterge afiadié B un ratio polimero: disolucion

Lr de 1:17Todas las FFRs se homogeneizaron a temperatura ambiente en un equipo ultraturrax
(DI25 Yellow Line, IRAAlemania) a 13500 rpm durante 4 minutd®dos los ensayos que
requirieroncondiciones de esterilidad sealizaron en una campana de seguridad bioldgica de
clase Il (Telstar industrial, Terrassa, Espafia).

Tabla VIComposicion de las formulaciones formadoras de recubrimiento (FFRS).

FER AM G A. Canela A.Orégano Lr
(%op/p)  (%p/p)  (%p/p) (%p/p) (%p/p)
AM 3,5 1,38 - - -
AM-AC 3,5 1,38 1,75 - -
AM-AO 3,5 1,38 - 1,75 -
AM-Lr 35 @ - - 602

(1) el glicerol incluido en la disolucion Lr en el mismo ratio 1:0,4 polimero
(2) ratio polimero: disolucién Lr de 1:17

[11.3. Caracterizacién microbiolégica

[1.3.1 Preparacion de la suspension del hongo e incorporacion a las FFRs

Para los andlisis microbiolégicos se utilizaron 2 ceégsergillus nigefCECT 2574)Benicillium
expansum(CECT 2275), suministradas por la Coleccion Espafiola de CultivogCERIS
Universitat de Valéncia, Espafa).

Estas cepas se almacenaron-26°C en Caldo Patata Dextrosa (PDB, Scharlab, Espafia)
enriquecido con un 30% de glicerol (Panreac, Espafia). A continuacién, se inocularon los hongos
en Patata Dextrosa Agar (PDA) yreeibaron a 25°C. Las esporas fueron resuspendidas en una
disolucion del 7% de NaCl (Panreac, Espafia) con 0,05% Tween 85A|8igpha EEUU). El
recuento de las esporas se realiz6 mediante una placa Thoma y se obtuvo una concentracion
ajustando el nimear de esporas a £OnL (disolucién madre) de acuerdo con la siguiente
ecuacion:
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Se estandariz6 la forma de incorporar los hongos a las FFRs. Para ello se prepararon 1,35 mL de
la disolucién de esporas de una centracion del0%/mL.

[11.3.2. Ensaygin vitro

Se adapt6 la metodologia descrita paisto et al. (2008) $ancheZsonzalez et al. (201Q)ara

la determinacion de la efectivédi antimicrobiana de los filmSe vertieron alicuotas de 20 g de
Potato Dexose Agar (PDA) en placas Petri. Después de que se solidificaran los medios, se
inocularon en superficie con una suspension de espordeaécilliumo de Aspergillug0,1 mL

de la disoluciéon de esporas previamente diluida a una concentratéddFesporas/mL).
Después se vertieron 7,35 g de las FFRs para controlar el espesor de los films segun el
procedimiento descrito por Park y Zhao (2004). Se ajusté una misma densidad de sélidos (56
g/m?) para todos los films.

Se utilizaron como controles placas de PDA sin infectar con cada uno de los films y sin film
infectada con los hongo&inalmente, todas las muestras fueron tapadas e incubadas en la
estufa bacterioldgica a 25°Se realizaron tres repeticiones de cadatg® muestra testada

En la evaluacion de la actividad antifingica de los compuestos activos incorporados a las FFR se
considerd un indicador cualitativo que aporta informacion acerca de la severidad en la que se
extiende la infeccion en los medios detiua en placa. Asi se consideré un nivel 0 en aquellas
placas carentes de crecimiento flngico; nivel 1 en aquellas con un crecimiento que ocupa hasta
un 25% de las placas; nivel 2 en aquellas con un crecimiento que se extiende entr@5% 26

de las placag nivel 3 para las placas cubiertas con un crecimiento fangico superior al 75%.

111.3.3. Ensayin vivo

La materia prima utilizada fueron panes de leche de la Bella Easo procedeR@mar®® S.A.U.
(Esplugues de Llobregat, Barcelona, Espdf&tpgpanes fueron escogidos por no tener ningin
tipo de conservants, como se indica en la figuthl., para evitar la interaccion de estos durante
los analisis microbioldgicos.
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VALORES NUTRICIONALES MEDIOS por 100g por unidad (35g)
Valor energético 373 keal 1304 kecal

1565 kJ 5476 kJ
Grasas 4g 499
de las cuales: Saturadas i2g 259
Hidratos de Carbono 529 182¢g
de los cuales: Azicares 13¢g 464g
Fibra Alimentaria 29g 10g
Proteinas 829 298¢
Sal 068 g 024 g

INGREDIENTES: Harinas (53%) (trigo, avena, armoz. cebada y centeno). agua, grasas vegetales y
aceites vegetales (palma, coco, girasol), jarabe de glucosa y fructosa, huevo liquido pasteurizado
(5,6%), azucar, leche desnatada en polvo (2,5%)°. emulgentes (E 471 (trigo). E 481 (trigo), lecitina
de girasol), aromas, masa madre liquida (trigo). levadura, sal, corrector de acidez (E 330). proteina
de la leche, gluten de trigo y estabilizante (E 466) (trigo)
*‘Equivalente a un 20% de leche desnatada reconstituida

Figura lll.1Tabla nutricional y composicidn de los panes de leche industriales

La aplicacion de las FFRs a los panes fue estandacizadase ha comentado en el apartado
[1l.1. Para facilitar la inmersién del pan en condiciones higiénicas se pinch6 uno dedosasxt

del pan con un palo de madera estéril, como puede observarseréguea III.2A continuacion,

los panes fueron secados en un horne8@399, Rational AG, Alemania) con calor seco a 50°C y
50% de humedad durante 40 minutos. Finalmente, los panesoffu introducidos,
individualmente, en bolsas de plastico transparente tipo zip (MHRIP BAG 180*250,
DELTALAB, Barcelona, Spain) y se almacenaranestufa bacterioldgica a 25%2 utilizaron
como controles panes sin infectar y recubiertos con lasF$in infectar con los hongos. Se
realizaron cuatro repeticiones de cada tipo de muestra testada.

En la caracterizacion in vivo de la efectividad antifingica de los recubrimientos aplicados a panes
se tuvieron en cuenta dos tipos de parametros, uno cualitativo y otro cuantitativo. El cualitativo
aporta informacion sobre la severidad con la que se egida infeccidén sobre la superficie de

los panes. Para ello se consideraron los siguientes nividése considerd un nivel 0 en aquellos
panes carentes de crecimiento fangico; nivel 1 en aquellos con un crecimiento que ocupase
hasta un 25% delos panasyel 2 en aquelle con un crecimiento que se exidiese entre un
26-50% de los panes y nivel 3 para los panes cubiertos con un crecimiento fungico superior al
50%.

El indicador cuantitativo fue el nimero de panes en las que se observé un crecindiegitnf
apreciable visualmente, respecto al total de unidades por tratamiento (4 repeticiones),
expresado en %. Este porcentaje aporta informacion acerca de la incidencia con la que son
afectados los panes por la infeccion realizada con los hongos cordieptes.
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Figura lll.2Panes preparados para el proceso de inmersién en la formulacién formadora de
recubrimiento (FFR).

[Il.4. Caracterizacion de calidad de los panes
Para caracterizar la calidad de los panes, se tomaron los principales atributpsdyisn verse
afectados por la aplicacién de este tipo de recubrimientos, como son la pérdida de peso y las

propiedades mecdnicas, relacionadas con la calidad sensorial de los mismos.

111.4.1.Pérdida de peso

La pérdida de peso se determiné por quinfoptio pesando los panes antes y después de la
aplicacidn, tras el secado, y a los 21 dias de almacenamiento. Los resultados se expresaron en
porcentaje respecto al peso inicial de los panes.

111.4.2.Propiedades mecéanicas

Las propiedades mecanicas se determinaron en los panes mediante una prensa mecanica (TA
XTplus, Stable Micro Systems, Reino Unido) con una célula de carga de 50 kg y una sonda
cilindrica de 75 mm de diametro. Se realizé un ensayo de compresion del pacadmo
longitudinalmente, a una velocidad de 2 mm/s y hasta alcanzar una deformacion maxima del
30%. El ensayo se realiz6 tiempo cero y tras 21 dias de almacenamiento de los panes a 25°C en
estufabacteriolégica. Se realizaron 5 repeticionesdda una déas formulaciones obtenidas y

se registraron los pardmetros mecanicos fuerza (N) y distancia (mm).

[11.5. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante un analisis de la varianza (ANOVA) con un nivel de
significacion del 95% vy utilizando para las comparaciones multiples eldast Significant
Difference(LSD). Los célculos se realizaron conféi@re Statgrapics Plus.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Caracterizacion microbiolégioa vitro
Se evalud la capacidad antifungica en medio liquido de las diferentes formulaciones de aceites
esenciales y reuterin frenteA nigery P. expansumA continuacién se muestran los resultados

obtenidos adiferentes tiempos de incubacion.

IV.1.1.Actividad antifungica de $aFFR con aceites esenciales

En la figura IV.$e muestran las placas de cultivo y los niveles cualitativos de crecimiento de
cada uno de los hongos bre los que se han depositadcsIBFRde almidon, a dos dias del
ensayo, 14 y 21 dias. Los niveles de crecimiento se han obtenido siguiendo una escala numérica
descrita en la metodologia (apartado 111.3.2) y se han elegidos dos tiempos representativos del
comportamiento general.

En losFFRecontrol de almidén sin antimicrobianols, severidad del crecimiento d& nigerfue

muy elevada, alcanzando un nivel 3, cubriendo la mayoria de la placa y con una esporulacién
completa. En el caso del expansurmsu desarrollo fue inferior al encontradm el A. niger no
cubriendo més del 75% de la placa (nivel 2) y con esporulacion muy bajandok extremos

de la placaSi comparamos estos resultados de crecimiento dEfdgontrol con los obtenidos

en placas sifFFRUnicamente con PDA infectadonA. niger y P. expansyree observa quere

el caso del. niger la presencia d&FRparece dificultar el crecimiento ya que se observa una
presencia de colonias menor y una disotidn en la densidad de esporasy el caso deP.
expansumel tamafio delas colonias disminuye y el hongo parece tener problemas para
esporular,debido posiblemente a la mayor dificultad de acceso al oxigeno que ejerce el film.
Numerosos estudios han mostrado que los films a base de almidén poseen una permeabilidad
al oxigenanuy baja, mucho mas que los films plasticos convencionales (Cano et al, 2014).

La incorporacin de los aceites esenciales a F-Rde almidén aporté una potente actividad
antifingica contra los hongos del estudio, como puede observarse en los resul@atddigura
IV.1.alos 14 y 21 dias. En general no se aprecio crecimiento miger y P. expansuanningun
tiempo de control.

Estos resultados son coherentesn trabajos in vitro sobre la capacidad inhibitoria en el
crecimiento fungico del aceite esencial de canela (Mantle et al8;18®ufida y Marzkouk,
2003), debidoel alto contenido desstos aceites en cinamaldehido, y deleite esencial de
orégano(Paster y Nachmari995 y Viuda y Ruiz, 20069y alto contenido en carvacrol.
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Nivel de Nivel de
Muestras Tiempo (dias) | crecimiento crecimiento
A.niger P.expansum
14 3
PDA control
21 3
14 3
FFR Control
21 3
14 0
Almidon+canela
21 0
14 0
Almidon+orégano
21 0

Figura IV.1Nivel de crecimiento de los hongés niger y P. expansyra imagenes
representativas, en las muestra contoain FFR de almidon puro y FFRs con los aceites
esenciales deanela y orégano.
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IV.1.2. Actividad antifingica deddFR con la disolucién Lr

En la figura IV.podemos observar el crecimiento de los dos hongoskercontrol y conFFR
que incorporan disolucion de Lr, segun la metogia descrita en el apartadid.3.2.

Tras su vertido en las placas y posterior almacenamiento, se aprecié que las FFR gameran u
capa densa y solida que puedtectar en diferente medida al crecimiento de los hongos del
ensayo. Por una parte, podemos observarcigrto crecimiento favorable dé. niger(nivel 3),
donde la densidad de colonias es la maysr,comparacion con la formulacion contrdil
incorporar la disolucion Lr ad&FR se observa un halo amarillento alrededor de las colonias y
una disminucion del crémiento de A. Niger(nivel 1) respecto al film control, indicando una
posible accién furigtatica. Por el contrario, essdFRlificultancompletamenteel crecimiento

del P. expansumtanto en Ia FFR control como end&FR formuladacon disolucion Lr,an
obteniendo crecimiento del hongmwas 14 dias de incubacion.

FER Control coA. niger FFR Control coR. expansum| FFR.. reuteri conA. niger [ FFR.. reuteri con P. expansu
Nivel _ Nivel Nivel Nivel

0 1 . 0 /‘

Figura IV.2Nivel de crecimiento de los hongés niger y P. expansyra imagenes
representativas, en las muestras control con films de almidén puros y en los films de almidén
condisolucion Lr a los 14 dias.

IV.2. Actividad antifungican vivode los recubrimientos

Se evalué la capacidad antifungica cotraiger y Pexpansunte las diferentes formulaciones,
aplicadas sobre panes de leche y tras un periodo de consenatammdiciones controladas a

25°C. Para ello se utilizaron dos indicadores del deterioro fingico: uno cualitativo, el nivel de
severidad, y otro cuantitativo, la incidencia de la infeccién evaluada a través del % de panes
afectados. El periodo maximo de congion que alcanzaron las muestran de pan fue de 28

dias en el caso de las FFR de canela y orégano, y 21 dias en el caso de la FFR de reuteri. Los
resultados se detallan a continuacion:

IV.2.1. Capacidad antifungica frente a A. Niger y P. expansunecigbrimientos a base de
almidon y aceites esenciales aplicados a panes de leche

A. niger

La figura IV.3nuestra para panes infectados c@én nigery recubiertos con FFR de almidon
(control) y almidén con aceites esenciales de canela y orégano, el deterioro fungico evaluado a
través del nivel de severidad, y la incidencia de la infeccion evaluada a través del % de panes
afectados.
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En los panes coRFR control e infectados cén nigerencontramos un crecimiento de nivel 1 a
partir de los 14 dias, que aumenta a nivel 2 a los 21 dias y llega al maximo nivel a los 28 dias. El
desarrollo del hongo sékuvo lugaren un 50% de las piezas.

. . Film Control corA. niger
tiempo (dias) Nivel % panes afectadds
14 1 50
21 2 50
28 3 50
. . Film Canela coA. niger
tiempo (dias) Nivel % panes afectadds
14 0 0
21 0 0
28 0 0
- . Film Orégano coi\. niger
tiempo (dias) Nivel % panes afectadds
14 0 0
21 0 0
28 0 0

Figura IV.3Panes infectados cof. niger nivel de severidad de la infeccion e incidencia (% de
panes afectados) a diferentes tiempos de conservacion.

23



Resultados y discusion

En general, la incorporacion de aceites esenciales a las FFR de almidén y su aplicacion a los panes
infectados mogtd una gran efectividad antifingica conthanigertal y como puede observarse
en la figura NB.

En los panes infectadasnA. nigely recubiertos con FFR de almiddn y aceite esencial de canela,
no mostraron crecimiento del hong@n coherencia con los resultados obtenidos in vitro,
demostrando el efecto fungistatico de los films y recubrimientos que incorporan este tipo de
aceites esenciales. Estos resultados similaresa los obtenidos en frutastilizando aceite
esencial de cagla o cinamaldehido por Xing et al. (2010), y Balaguer et al. 2013 con films de
gliadina en pan de molde y quesdonde también obtuvieron una inhibicion completa del
crecimiento fangico a concentraciones similares (entorno al 2% p/p).

Los panes infectams conA. nigery recubiertos con FFR de almidon y aceite esencial de orégano,

no mostraron crecimiento fangico los primeros 14 dias. Sin embargo a los 21 dias, un 25% de las
piezas de pan mostraroan crecimiento fungico no caracteristico de la espéciaiger, que
relacionado con alguna contaminacion externa no contralddaseveridad de esta infeccion
aumenté los 28 dias de conservacion.

Como conclusién podemos decir qambos aceites esenciales incorporados a la FFR y aplicados
a panes mostraron efectividad antifingica confvaniger aunque esta efectividad no fue total

en el caso de las muestras recubiertas con aceite esencial de orégartferencia en la
capacidadantifangica de ambos aceites esta relacionado con su diferente composicion y
volatibilidad de sus componentes activos.

P. expansum

La figura IV.4nuestra para panes infectados cBnexpansumy recubiertos con FFR de almidén
(control) y almidén con adtes esenciales de canela y orégano, el nivel de severidad y la
incidencia de la infeccién del hongo.

Los resultados obtenidos en los parmemtrol recubiertos con la FFR de almiddn e infectados
conP. expansummuestran una severidad de nivel 1 los primeros 14 dias y nivel 2 a partir de los
21 dias. El desarrollo de hongos se produjo solo en el 50% de las piezas de pan infectadas. El
crecimiento de este hongo tuvo un comportamiento particular ya que se desatratlia el

interior del pan, sin llegar a producir la coloracion blanquecina o esporas de color azul/verde.

En general, la incorporacion de aceites esenciales a las FFR de almiddn y su aplicacion a los panes
infectados mostré efectividad antifiingica contPa expansumqgue llegé a ser fungicida en el

caso de recubrimientos que incorporan aceite esencial de canela, tal y como puede observarse
en la figura. En un 25% de las muestras a las que se aplicaron recubrimientos con aceite esencial
de orégano se obsed a los 21 dias un crecimiento leve (nivel 2Pdexpansunmgue aumento

a los 28 dias hasta un nivelExtos resultados son coherentes con los obtenidodfuada et al.

(2006) en estudios in vitrégdegun estos autores, el aceite esencial de orégaaciga de una

mayor concentracion que otros aceites esenciales como el de canela para lograr el mismo efecto
inhibitorio.

24



Resultados y discusion

Film Control corP. expansum

tiempo (dias)

Nivel % panes afectadds
. R

14 1 50
21 2 50
28 2 50

tiempo (dias) Nivel % panes afectadds

14 0 0
21 0 0
28 0 0

tiempo (dias) Nivel % panes afectadds

14 0 0
21 1 25
28 2 25

Figura IV.4Panes infectados cdd. expansumnivel de severidad de la infeccion e incidencia
(% de panes afectados) a diferentesnpos de conservacion.
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IV.2.2.Capacidad antifungica frente a A. Niger y P. expansum de recubrimientos a base de
almidon yy disolucion Laplicados a panes de leche

El ensayo de los panes con film que incorporaban disolucion Lr se detuvo a los, 2ehiido a

que, como se demuestra en la figura.5y un 100% de las piezas se vieron afectadas por el
desarrollo deA. niger alcanzando un nivel 2 de crecimiento. Respecto a los pafexgtados
conP. expansumse produjo un desarrollo de este hongdeg/A. niger, posiblemente debido a

una contaminacién, a partir del dia 14 con un nivel 1 en undbPas muestras. A los 21 dlas
severidad de la infecciéavanzd, alcanzandan nivel 3en un25% que ademas present6 una
alta esporulacion, un nivel 1, en un 25% y en el 50%, restante no se observé infeccién alguna.

Film disolucién Lr coA. niger

tiempo (dias = —
po ( ) Nivel % crecimientd

14 1 25

21 2 100

Figura IV.5Panes infectados recubiertos con FFR de almidén y disolucion Ar nager yP.
expansumnivel de severidad de infeccion e incidencia (% de panes afectados) a diferentes
tiempos de conservacion.

Los resultados obtenidos respecto a los infectadosAcamigerson similares a los obtenidos en

los ensayos in vitro con reuterin. La evolucién del crecimiento etasienia obtenida en los

panes infectados y recubiertos con FFR control, por tanto parece que el uso de la FFR obtenida
a partir deL. reuterino es capaz de inhibir o reducir el desarrolloAdeniger,ni en los ensayos

in vitro ni in vivo.

En cuanto a los resultados contPa expansumia incorporacion del preparado de reuterin a
films no fue capaz de inhitsu crecimientq ya que fue capaz de desarrollarse y esporular.

26



