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RESUMEN
Este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de orégano
(Origanum vulgare) aplicado en el pan molde en microencapsulado y pulverizado. Para ello, se
extrajo aceite esencial de oregano mediante arrastre por vapor y se realizaron anélisis de calidad
como indice de refraccion, densidad y residuo de evaporacion. Se microencapsulé el aceite
esencial de orégano mediante secado por atomizacion a 185°C, la emulsién fue elaborada a
partir de los materiales de pared: maltodextrina, goma ardbiga y almidon modificado. En la
caracterizacion de las microcapsulas, se analiz6 la actividad de agua, la humedad, la densidad
aparente, la eficiencia de microencapsulado y la morfologia. Luego se evalué el efecto
antimicrobiano del microencapsulado de porcentajes de 1%, 1.5% y 2% y pulverizado con una
solucién de 100% alcohol, 2% esencia de leche y 0.20% aceite esencial de orégano. Se evalud
y demostro6 que las microcapsulas desarrollaron efecto antimicrobiano en pan molde hasta el dia

19.

Palabras clave: aceite esencial de orégano, microencapsulacion, pulverizado, antimicrobiano,

pan molde
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ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate the antimicrobial effect of the essential oil of oregano
(Origanum vulgare) applied in the mold pan in microencapsulated and pulverized. To do this,
oregano essential oil was first extracted by steam trapping and quality analyzes such as refractive
index, density and evaporation residue were performed. Second, the essential oil of oregano was
microencapsulated by spray-drying at 185 ° C temperature, the emulsion is made from the wall
materials: maltodextrin, gum arabic and modified starch. In the characterization of the
microcapsules, water activity, moisture, bulk density, microencapsulated efficiency and
morphology were analyzed. Finally, the antimicrobial effect of the microencapsulation of
percentages of 1%, 1.5% and 2% and anti-mold sprayer with 100% alcohol content, 2% milk
essence and 0.20% oregano essential oil were evaluated. It was evaluated and demonstrated that

the microcapsules developed antimicrobial effect in bread mold until day 19.

Key words: oregano essential oil, microencapsulation, pulverized, antimicrobial, mold pan
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I PROBLEMA

El pan como producto industrial, debe conservar su inocuidad por periodos de tiempo
considerables, debido a su susceptibilidad por hongos y bacterias, limitando asi la vida atil de
tal alimento (Salgado & Jiménez, 2012). Esto conlleva a problemas econémicas, tanto para los
fabricantes (deterioro de materias primas y productos elaborados, pérdida de la imagen de
marca, etc.) como para los distribuidores y consumidores (deterioro de productos después de su
adquisicién y antes de su consumo) (Vazquez, 2001).

El uso de conservantes es una préactica comun en la industria de los alimentos. Nychas (1995)
menciona que los conservantes sintéticos han sido utilizados por muchos afios, donde los
propionatos y sorbatos son los més utilizados en la industria de panificacion, incluidos en la
férmula o aplicado a la superficie del pan (San Lucas, 2012).

La accion principal de los propionatos es bactericida (Jacobson, 1972), el limite de uso es de
0.32-0.38% en productos panificables. Por otro lado Ibafiez, Torre y Irigoyen (2003) mencionan
que el &cido sorbico tiene una Ingesta Diaria Admisible (IDA) de 25mg/kg, superada esta
cantidad podria provocar diarrea y calculos renales. El acido benzoico tiene una IDA de 5mg/kag,
segun Hernandez (2010a) los efectos adversos son irritacion gastrica, desequilibrio acido-base
debido al uso prolongado en el tiempo y altas dosis. Ledn et al. (2000) realizaron un estudio de
los efectos secundarios de los aditivos usados en la elaboracion de productos alimentarios, los
colorantes y conservantes causan alergia y sindrome de hiperactividad, los acidulantes (&cido
citrico) causan caries, irritacion y urticaria, el sorbitol causa flatulencia y diarrea, el
butilhidroxianisol (BHA) ocasiona alergia y aumento de concentracion de lipidos y colesterol,
y el butilhidroxitolueno (BHT) ocasiona alergia, afectacién hepatica y posible efecto

cancerigeno.
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Debido a estos problemas de salud atribuidos a los aditivos quimicos de origen sintético, y la
preocupacion de las personas por una alimentacion saludable, la industria alimentaria enfrenta
desafios que incluyen la demanda de productos alimenticios que no contengan conservantes

quimicos, libres de microorganismos patdgenos y con larga vida en anaquel (L6pez et al., 2008).

En busca de una solucion se plantea el uso de conservantes naturales como los aceites esenciales,
con un aproximado de 80 productos, entre los méas utilizados se encuentran: clavo de olor, ajo,
cebolla, salvia, romero, cilantro, perejil, orégano, mostaza y vainilla entre otros (Ismaiel &
Pierson, 1990). El maés estudiado para su aplicacién en alimentos es el aceite esencial de
orégano, el cual tiene un efecto antimicrobiano, antifingico y antioxidante, esta constituido
fundamentalmente por carvacrol y timol (Dieter, 2009). Sin embargo, los aceites esenciales son
moléculas sensibles a la oxidacion en presencia de oxigeno y luz, por tal motivo la
microencapsulacion, se convierte en un método de proteccion para tal producto. Es una técnica
por la cual las gotas liquidas o particulas sélidas son recubiertas por un material encapsulante,
ésta cubierta protege al material activo del deterioro, limita su evaporacion y realiza la liberacién
del mismo bajo las condiciones deseadas (Hernandez, 2011d). De esta forma el aceite esencial
microencapsulado y pulverizado, es usado como conservante natural para adicion en pan molde,

extendiendo asi la vida util.
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1.1 Objetivos

111

1.1.2

Objetivo general

Evaluar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)
aplicado en el pan molde en microencapsulado y pulverizado.

Objetivos Especificos

Caracterizar el aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) extraido por el método
arrastre de vapor.

Microencapsular aceite esencial de orégano mediante secado por atomizacion.
Caracterizar fisicoquimicamente el microencapsulado de aceite esencial de orégano.
Evaluar el efecto antimicrobiano de pan molde con adiciéon de microencapsulado al

1%, 1.5% y 2% y pulverizado.
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1. REVISION DE LA LITERATURA
2.1 El Orégano
2.1.1 Botanica

2.1.1.1 Etimologia
El nombre viene del griego “oros” que significa montafia y ganos que significa

ornamento: decoracion y belleza de las montafias (Klauer, 2009).

2.1.1.2 Descripcion Taxonomica
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Lamiidae

Superorden:  Lamianae

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae
Género: Origanum
Especie: Origanum vulgare

2.1.2 Descripcion morfolégica
El orégano es una planta que vive por mas de diez afios, es de tallo recto y alcanza entre 30 y 80
cm de altura (Figura 1). Klauer (2009) describe cada una de sus partes: a) flor b) raiz y c) planta

de orégano.
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Figura 1 - Partes de la planta de orégano (Watson & Dallwitz, 1992)

2.1.2.1 Raiz
Fasciculada, muy ramificada, es susceptible a problemas flngicos cuando estd expuestas a

excesos de humedad.

2.1.2.2 Tallos
De color verde y rojizo depende de la variedad y subespecie. Se encuentran generalmente
ramificados en la parte superior, y en la parte inferior endurecida. Erguidos, tienen diez pares

de ramas por tallo, varian segln sus longitudes.

2.1.2.3 Hojas
Presentan tamarios diferentes, dependiendo de las variedades y subespecies. Sus hojas son

pecioladas, simples, opuestas, enteras y débilmente aserradas. Sus flores son blanquecinas.
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2.1.3 Ecologiay corologia

Los lugares de donde se cultiva son secos y montafiosos formando pequefias matas aisladas,
suele aparecer en bordes de caminos, bosques marcescentes y caduci folios poco densos, hasta
los 2.000m de altitud. Preferentemente crece en suelos calizos. Requiere un clima templado y
con cierta humedad (Mufioz, 2002).

2.1.4 Composicién quimica

El orégano contiene aceites esenciales que pueden variar segin su procedencia. Los dos
componentes principales son los fenoles timol y carvacrol, hidrocarburos monoterpénicos
(limoneno, a y b-pineno, pcimeno), sesquiterpénicos (p-cariofileno y bbisaboleno), linalol y
terpineno-4-ol (Mufioz, 2002).

También se puede encontrar &cidos fendlicos (caféico, rosmarinico y clorogénico), taninos,
principios amargos, flavonoides (luteolol, kaempferol, diosmetol y derivados del apigenol),
triterpenos derivados de los &cidos ursolico y oleanolico (Arteche et al., 1998; Longo, 1995).
2.1.5 Produccion y Exportacién de Orégano en Peru

La data del Ministerio de Agricultura y Riego, registra informacién hasta el afio 2014, una
superficie cosechada de 2 050 hectareas y su produccion de 15 mil 374.85 toneladas en el pais
con una tendencia ascendente de 3.9% en los Gltimos quince afos.

La Region de Tacna es una de las principales productoras con 9 895 toneladas en el afio 2015 y
con una superficie cosechada de 1 845 hectareas, seguida de Moquegua con 710 ha., Arequipa
con 680 ha., y el resto del pais con 146.08 ha., constituyéndose la zona del sur con mayor
potencial productivo (Direccion Regional de Agricultura de Tacna, 2016).

Tacna es el departamento con mayor produccion de orégano debido a las buenas condiciones de

clima y suelo. Los valles donde se producen son Candarave, Jorge Basadre y Tarata. Por lo
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general, se realizan dos cortes al afio aunque en algunas zonas de produccion se registran hasta
tres cortes. La Direccion Regional de Agricultura de Tacna menciona que en el 2016 el precio
de chacra del orégano varié entre los meses de enero a marzo de 6.50 a 5.51 soles. En la Tabla

1 se presenta la produccion de orégano de la regidén Tacna en los Gltimos quince afios.

Tabla 1 - Produccion de orégano en la region de Tacna

Produccién Produccién de

Afos Nacional (Tn) Tacna (Tn)
2001 5312 3964
2002 4857 4222
2003 4502 4136
2004 4 907 4 206
2005 5658 4 560
2006 6134 4748
2007 7204 5223
2008 9631 5674
2009 11 217 5534
2010 11 421 5508
2011 12 067 5508
2012 11 552 5443
2013 14 089 7731
2014 15701 10 898
2015 - 9895

Fuente: Sistema Integrado de Estadisticas Agrarias (2015)

El volumen de exportacion se ha incrementado en el periodo mencionado, es decir que el

orégano peruano estd tomando mayor importacion en los mercados internacionales. Los paises
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que tienen mayor aceptacion del producto son Brasil con 45%, Espafia 15%, Chile 11% y
Argentina con 8%

En el afio 2014 se registré 6 096.13 Tn de orégano exportado, éste fue el punto mas alto de los
Gltimos quince afios. Sin embargo en el 2015 disminuy6 a 5 586.47 Tn, la reduccion fue debido
a la presencia del fendmeno del Nifio (Direccion Regional de Agricultura de Tacna, 2016) que
causé pérdidas en los sembrios. En la Figura 2, se observa los tipos de orégano producidos en

la region de Tacna, para la posterior venta y exportacion.

orégano seco liviano o flor orégano molido

Orégano seco extra

Figura 2 - Presentacién de orégano para ser exportado (Direccion Regional de
Agricultura de Tacna, 2016)
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Maximixe (2007) demuestra que el orégano es diez veces mas rentable que otros productos,
puesto que es una alternativa de desarrollo para zonas de escasos recursos de Tacna. Los
organismos gubernamentales, en los Ultimos afios, realizaron esfuerzos para mejorar la
productividad mediante el apoyo técnico y organizacion de eventos como el Festival
Internacional del Orégano, éste se realiza en el mes de mayo en la regién Tacna.

2.2 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos obtenidos a partir de diferentes partes de las plantas
como flores, yemas, semillas, hojas, ramas, corteza, hierbas, madera, frutos y raices. Se
consideran compuestos olorosos, muy solubles en alcohol y poco solubles en agua (Bullerman,
1997). Los aceites esenciales cubren un amplio espectro de actividades tales como efectos
farmacoldgicos, antinflamatorios, antioxidantes y anticancerigenos. Otros son antimicrobianos
contra una amplia gama de organismos como bacterias, hongos, virus, protozoos, etc. (Kalemba

& Kunicka, 2003).

2.2.1 Componentes volatiles
En la Tabla 2 se muestra los componentes volatiles comunmente encontrados en distintos tipos

de aceites esenciales.

2.2.2 Actividad antimicrobiana

Los aceites esenciales son mezclas complejas de componentes volatiles biosintetizados por las
plantas, que incluyen principalmente dos grupos relacionados biosintéticamente (Pichersky,
Noel y Dudareva, 2006). Los terpenos y terpenoides son compuestos aromaticos y alifaticos,
todos caracterizados por un bajo peso molecular. La mayor parte de la actividad antimicrobiana

en aceites esenciales se encuentra en los terpenoides oxigenados (por ejemplo, alcoholes y
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Tabla 2 - Principales componentes volatiles de aceites esenciales de especias y plantas

Nombre comin  Nombre cientifico Compf)r_lentes Comp(_)smlon
volatiles aproximada
Cilantro Coriandrum Linalol 70%
sativum (seeds) E-2-decanal -
Canela Clnnamc?mum Trans-cinamaldehido 65%
seylandicum
Carvacrol Traza 80%
Orégano Origanum vulgare Timol Traza 64%
g g g Y-terpineno 2-52%
p-cimeno Traza 52 %
a-pineno 2-25%
ROMENo Rosmarinus acetato de bornilo 0-17%
officinalis alcanfor 2-14%
1.8 cineol 3-89%
Alcanfor 6-15%
a-pineno 4-5%
Salvia Salvia officinalis L. B-pineno 2-10%
1.8-cineol 6-14%
a-tujona 20-42%
. Eugenol
Syzygium . 75-85%
Clavo aromaticum Acetato de eugenilo 8150
Timol 10-64%
. . Carvacrol 2-11%
Tomillo Thymus vulgaris v -Terpineno 2-31%
p-cimeno 10-56%

Fuente: Burt (2004)
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terpenos fendlicos), éstos afectan a maltiples procesos bioguimicos en las bacterias (Burt, 2004;
Delaquis, Stanich, Girard & Mazza, 2002). En muchos casos la actividad resulta de la compleja
interaccion entre las diferentes clases de compuestos tales como fenoles, aldehidos, cetonas,
alcoholes, ésteres, éteres o hidrocarburos que se encuentran en los OE (Burt, 2004; Kim,
Marshall y Wei, 1995; Lambert, Skandamis, Coote y Nychas, 2001). Pero varios estudios
demuestran que los compuestos exhiben propiedades antimicrobianas significativas cuando se
ensayan por separado (Bajpai, Baek, K. y Baek, S., 2012; Hammer, Carson y Riley, 1999;
Bassolé et al., 2010). Los aceites esenciales que contienen aldehidos o fenoles, tales como
cinamaldehido, citral, carvacrol, eugenol o timol como componentes principales muestran la
mayor actividad antibacteriana. Por otro lado, la actividad antimicrobiana de especies de
Thymus y Origanum se atribuye a sus componentes fenélicos como timol y carvacrol (Lambert
et al., 2001; Cox, Mann & Markham, 2001; Oussalah, Caillet, Saucier & Lacroix, 2007; Hazzit,
et al., 2009).

2.2.3 Actividad antibacteriana

En general, son mas efectivos las especias frente a organismos gram positivos, que frente a
bacterias gram negativas, posiblemente debido a que las bacterias gram negativas poseen una
membrana externa en las paredes celulares, de naturaleza lipofilica, que podria interaccionar
con ellos. El carvacrol, eugenol y el timol son capaces de desintegrar la membrana externa de
las bacterias gram negativas Escherichia coli y Salmonella typhimurium. (Usano, Pala y Diaz,
2014). Bosquez, Bautista y Morales (2009), Maguna, Romero, Garro y Okulik (2006) indican
que el posible sitio de accion es la membrana celular, donde los terpenoides surtirian efecto
desencadenando una serie de procesos que podrian provocar la muerte bacteriana. El caracter

hidrofobico de los aceites esenciales les permite permanecer dentro de los lipidos de las
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membranas bacterianas y mitocondriales perturbando su estructura y por ende su permeabilidad,
dando lugar a la fuga de iones y otros contenidos celulares vitales, conduciendo finalmente a la

muerte del microorganismo.

2.2.4 Actividad antifangica

Diversos autores reportan la actividad antifangica de los aceites esenciales y sus compuestos.
En un estudio Velluti et al. (2003) comprueban que los aceites esenciales de clavo, canela y
orégano actlian sobre Fusarium proliferatum, inhibiendo asi, el crecimiento de este hongo.
Mientras que Rasooli y Owlia (2005) dan a conocer que el crecimiento y la produccién de
aflatoxinas de Aspergillus parasiticus son totalmente inhibidos por el aceite esencial de tomillo.
Paster, Menansherov, Ravid y Juven (1995) reportan el efecto inhibitorio del aceite esencial de
orégano (Origanum vulgare L.) sobre el desarrollo de A. flavus, A. ochraceus K. Wilh y A. niger
Tiegh, a 2000 ppm controla el crecimiento micelial de los hongos. El aceite esencial de orégano
también controla el desarrollo de hongos enddgenos en trigo (Triticum sp). Montes y Carvajal
(1998) indican que los aceites esenciales obtenidos de canela, hierbabuena, orégano, clavo y
tomillo causan la inhibicién total del desarrollo de Aspergillus flavus en grano de maiz (Zea
mays L.).

2.2.5 Aplicaciones de aceites esenciales en productos de panaderia

Pilco-Quesada, Quito y Quispe-Condori (2009) evallan la vida en anaquel del pan artesanal
Ezequiel y pan de molde comercial Superbueno, usando aceite esencial del clavo de olor
(Eugenia Caryophillus) como antimoho. Los autores comparan la efectividad del aceite esencial
de clavo de olor con un antimoho comercial Pangermex (aceite esencial de naranja), aplicandose
en forma de spray al pan Ezequiel (harina de trigo mote, harina de habas, harina de lenteja,

harina de cebada, harina de mijo, Salvado, avena, germen, melaza, caramelina, azucar, sal, aceite
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castafia, anis, tostado, pasas, agua y masa madre). El aceite esencial de clavo de olor presenta la
misma capacidad inhibitoria que el antimoho comercial por un periodo de 25 dias.

Ibrahium, Abd EI-Ghany y Ammar (2013) evaltan la eficiencia del aceite esencial de clavo
como agente antioxidante y antimicrobiano, y su uso en la conservacion de la torta como
conservante natural, los autores afiaden 400, 600 y 800 ppm, el aceite esencial de clavo exhibe
una alta actividad antioxidante y propiedades antimicrobianas efectivas durante 28 dias de
almacenamiento.

Khaki, Sahari y Barzegar (2012) evaltan el efecto antioxidante y antimicrobiano del aceite
esencial de manzanilla en tortas durante 75 dias de almacenamiento. A las tortas se les afiade
0.05%, 0.1% y 0.15% de aceite esencial de manzanilla. Los autores analizan la presencia de
mohos y levaduras, de tal forma que la muestra que contiene 0.15% de aceite esencial de
manzanilla tiene una buena actividad antioxidante y antimicrobiana en comparacion con la

muestra control.

2.3 Aceite esencial de orégano

Entre varios aceites esenciales que pueden ser Utiles como agentes antimicrobianos, el aceite
esencial de orégano (Origanum vulgare) tiene un gran potencial para aplicaciones industriales
(Baratta et al., 1998; Daferera, Ziogas y Polissiou, 2000; Deans y Svoboda, 1990). Sus
propiedades son antimicrobianas, antioxidantes y antifungicas (Baratta et al., 1998;
Dapkevicius, Venskutonis, van Beek y Linssen, 1998; Kanazawa et al., 1995). El aceite esencial
de orégano tiene gran contenido de compuestos polifendlicos (Cervato et al., 2000) que inhiben
el crecimiento de numerosas bacterias patogenas en alimentos (Avila et al., 2010; Baydar,

Sagdi¢, Ozkan y Karadogan, 2004). La actividad antimicrobiana se debe a que los aceites
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esenciales contienen compuestos volatiles, los cuales son el timol y carvacrol, su efecto
antimicrobiano fue comprobado por cada uno (Kim et al., 2006).

Existen variados estudios sobre la actividad antimicrobiana de diferentes tipos de orégano. Se
ha encontrado que los aceites esenciales de las especies del género Origanum presentan
actividad contra bacterias gram negativas como Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica y Enterobacter cloacae; y las gram positivas
como Staphylococcus. También cumplen la funcion contra mohos y levaduras como: Candida
albicans, C.tropicalis, Torulopsis glabrata, Aspergillus Niger, Geotrichum y Rhodotorula
aureus (Aligiannis, Kalpoutzakis, Mitaku & Chinou, 2001; Elgayyar, Draughon, Golden &

Mount, 2001).

2.4 Métodos de extraccion de aceite esencial

Pero la eleccion de determinado método dependera de las caracteristicas de dichos materiales,
de la volatilidad de la esencia, de su porcentaje en la planta, de su ubicacién, de las
caracteristicas de pureza y calidad que se desean obtener.

Los aceites esenciales se obtienen a partir de material vegetal sometido a diferentes tipos de
destilaciéon. De todos los métodos mencionados, la destilacion por arrastre de vapor, es el
método mas usado a nivel industrial, por su sencillez, bajo costo, rendimiento y el uso de
cantidades grandes de material vegetal que se puede utilizar (Marquez, 2011; TECNOVA,
2014).

Existen diversos metodos mediante los cuales se consigue extraer las esencias (Tabla 3).
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Tabla 3 — Métodos de extraccion de aceites esenciales

Tipos de métodos Procedimiento Productos obtenidos
) ) - Extrusion Aceites esenciales citricos
Métodos directos y ) )
- Exhudacion gomas, resinas, balsamos
- Directa

- Arrastre con vapor de agua . .
o o . Aceites esenciales y aguas
Destilacion - Destilacion-maceracion .
_ . o aromaticas
(liberacion enzimatica de

agliconas en agua caliente)

- Solventes volatiles

_, - Solventes fijos (grasas y
Extraccion con )
aceites)
solventes . )
- Extraccion con fluidos en

estado supercritico

Fuente: Servicio Nacional de Aprendizaje (2004)

2.4.1 Destilacion por arrastre de vapor

En este método se obtiene el aceite esencial mediante el uso del vapor saturado a presién
atmosférica. El generador de vapor es externo, es responsable del suministro de material vegetal.
La materia prima forma un lecho compacto, luego el vapor de agua es llevado mediante un
distribuidor interno, a la base, con la presion suficiente para vencer la resistencia hidraulica del
lecho. (Hernandez, 2011d). Cuando el vapor entra en contacto con el lecho, la materia prima se
calienta y va liberando el aceite esencial, debido a su alta volatilidad comienza a evaporarse. Al

ser soluble en el vapor circundante es arrastrado corriente arriba, hacia el tope del destilador. La
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mezcla vapor saturado-aceite esencial fluye hacia un condensador, alli la mezcla es condensada
y enfriada hasta temperatura ambiente, obteniéndose una emulsién liquida inestable que es
separada en un decantador o florentino. Se finaliza cuando no hay variacion de aceite o agua
presente en el florentino. Por otro lado se obtiene el agua floral la cual contiene compuestos
quimicos solubles del aceite esencial que otorga aroma del aceite (Hernandez, 2011d) (Figura

3).

vapor de agua agua caliente

cargado de aceites
aceite
esencial

esenciales

planta aromatica

vapor de agua

agua fria
agua
hidrolato
hidrolato y
calor ) 2 ) / ) aceite esencial

Figura 3 — Diagrama de destilacion por arrastre de vapor (Aromatherii, 2016)

2.5 Microencapsulacién
La microencapsulacion es una técnica que ayuda a proteger varios ingredientes. Tiene una forma
especial de envolver materiales liquidos, sélidos y gaseosos, el material es cubierto

individualmente, recubriéndolas con carbohidratos u otro material polimérico. Lo proteje de de
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la reaccién con otros componentes para impedir que sufran también de la reaccidn de oxidacion

debido a la luz y oxigeno (Ré, 1998).

Las microcapsulas surgen a partir del modelo celular. Los procesos de microencapsulacion se
desarrollaron entre los afios 1930 y 1940. Se realizd la aplicacion de gelatina como enpcasulante
de un tinte, mediante un proceso de coacervacion (Hernandez, 2010a), en la industria alimenticia

se ha utilizado por mas de 60 afios.

2.5.1 Microencapsulacion de aceites esenciales

Los procesos de microencapsulacion permiten que el aceite esencial se incorpore en una matriz,
para proveer un polvo seco y de flujo libre. Al microencapsular los aceites esenciales se desea
impedir su pérdida, estabilizarlos y protegerlos durante el almacenamiento, disminuir la
velocidad de evaporacion, controlar la velocidad de liberacidn, estabilizar compuestos
especificos, mejorar la compatibilidad con otros constituyentes en las formulaciones, prolongar
la vida Gtil del producto y facilitar la manipulacién (Branon, 1993; EIl Asbahania et al., 2015).
Las aplicaciones se dan en distintos ambitos: agricultura, medicina, cosmética y farmacia,

textiles y alimentacion.

2.5.2 Meétodos de microencapsulacion

Para la preparacion de las microcapsulas existen variados métodos, esto va a depender de los
costos, el tamafio de microcapsula que se desea obtener, la aplicacion y el mecanismo de
liberacion deseado. De todos los métodos existen los que son especificos para aceites esenciales
gue pueden ser clasificados en métodos fisicos (secado por atomizacion y fluidos supercriticos),
qguimicos (polimerizaciéon in-situ e interfacial e inclusion molecular) y fisicoquimicos

(coacervacidn y solidificacion) (Ré, 1998; Gharsallaoui et al., 2007).
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2.5.2.1 Secado por atomizacién
El secado por atomizacion es el método mas comdn en la microencapsulacion de ingredientes
alimenticios, entre ellos vitaminas (C, E), acido folico, aromas, orégano, citronela, aceite de
cardamomo, bacterias probio6ticas, lipidos, &cido linoléico, aceites vegetales, minerales como
hierro, pigmentos de antocianina y leche entre otros alimentos (Wandrey, Bartkowiak y
Harding, 2010). Las ventajas del secado por atomizacidn son costos de procesamiento bajo y
la buena estabilidad del producto final (Favaro et al., 2010).
El secado por atomizacion tiene eficiencia de microencapsulacion entre 96 y 100% (Lopez y
Gomez, 2008). Los parametros mas importantes para este proceso son: las temperaturas de
entrada y salida del aire de secado, el flujo de alimentacién y el acondicionamiento de materia
prima (Garcia et al., 2004). El proceso de secado por atomizacion involucra cuatro etapas
(Gharsallaoui et al., 2007, Parize et al., 2008):

1. Preparacion de la emulsidon con los materiales de pared y el componente activo que

queremos encapsular

2. Homogenizacion de la dispersion

3. Atomizacién

4. Deshidratacion de las particulas atomizadas
Para comenzar el material se encuentra en estado liquido, en solucién o dispersion, luego se
forman finas gotas sobre una corriente de gas calentado, al tomar contacto con el gas y mayor
temperatura sobre las pequefias gotas del liquido, se desarrolla una velocidad alta de
evaporacion del solvente formandose una fina pelicula del material de recubrimiento
(Gharsallaoui et al., 2007). En la Figura 4 se muestra el esquema de un procedimiento de

atomizacion.
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El secado por atomizacion se caracteriza por su simplicidad, debido a que es apropiado para
materiales muy volatiles y sensibles al calor, debido al tiempo de exposicion a temperaturas
elevadas es muy corto tiempo (5 a 30 s), el aire caliente ingresa a una temperatura entre 100 y

200°C vy las gotas del liquido atomizado sélo se calientan méaximo hasta 40°C (Voigt, 1982;

Yoshi, Furuta y Soottiantawat, 2001).

Gas atomizador l l Alimentacion

rm\{LC Aspirador
i I : ’Tobera :

'Calentador . | 1

Gas de secado
/Camara

de secado

Filtro

Recipientes/ —
del producto

Figura 4 — Esquema ilustrativo del proceso de microencapsulacién por secado por
atomizacion (Santos, 2014)
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2.5.3 Ventajas de la microencapsulacion
Astray et al., (2009) mencionan las ventajas de microencapsulacion:
- Conversion de liquidos a solidos.
- El sabor y olor del material son enmascarados.
- Estabilizacion de principios activos inestables.
- Protege el material activo del calor, aire, luz, humedad, etc.
- Las caracteristicas fisicas del material original pueden ser modificadas y hacer menos

complicado su manejo.
2.5.4 Agentes utilizados para la microencapsulacién

2.5.4.1 Lipidos

En cuanto a los encapsulantes lipidicos se encuentran la grasa lactea, lecitinas, ceras, acido
estedrico, monoglicéridos, diglicéridos, parafinas, aceites hidrogenados como el aceite de
palma, algodon y soya; estos son buenos formadores de peliculas puesto que pueden cubrir

particulas individuales, proporcionando una encapsulacién uniforme (Yafez et al., 2002).

2.5.4.2 Carbohidratos

Empleados frecuentemente en la microencapsulacién, se utiliza la técnica de secado por
atomizacién para ingredientes alimenticios como soporte de encapsulamiento, dentro de este
amplio grupo se encuentran los almidones, maltodextrinas y gomas (Madene, Scher & Desobry
2006, Murda, Beristain & Martinez, 2009):

a) Almidén modificado

Los almidones modificados, maltodextrinas y B-ciclodextrinas son muy utilizados en la industria
alimenticia (Madene et al., 2006, Murua et al., 2009). Dentro de los almidones mas importantes

se destacan: papa (Solanum tuberosum), maiz (Zea mays), trigo (Triticum aestivum), arroz
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(Oryza sativa) y tapioca (Manihot esculenta) (Yafiez et al., 2002, Fuchs et al., 2006, Loksuwan,
2007) sin embargo, las modificaciones mas significativas en la préctica son las que se realizan
al almidon de maiz, para al maiz que es comun y el ceroso, también se incluye al almidon de
papa (Aguilar, 2007).

Los almidones nativos se utilizan para regular la textura, sus propiedades son espesantes y
gelificantes, pero la estructura nativa es menos eficiente en condiciones de temperatura, pH y
presion (Cousidine, 1982). Ante este hecho, se opta por la modificacion la estructura nativa por
métodos quimicos, fisicos, enziméaticos e hibridacion dando como resultado un almidon
modificado (Fleche, 1985). Para las modificaciones quimicas incluyen procesos como la
conversion, las ligaciones cruzadas, la estabilizacion y la adicion de grupos lipofilicos, los
productos con esta modificacion generalmente; son usados en la microencapsulacion y también
en la estabilizacion de emulsiones (Light, 1990).

Los almidones modificados son abundantes, funcionales y muy Utiles como ingredientes
alimentarios (Aguilar, 2007). Los almidones modificados muestran mejor claridad y estabilidad,
menor tendencia a la retrogradacion y existe la estabilidad al congelamiento-deshielo (Agboola,
Akingbala y Oguntimein, 1991). También se mejora la solubilidad, viscosidad, textura, adhesion
dispersion y es tolerante al calor (Kim, 1999). En cuanto a sus aplicaciones funcionales confiere
adhesion, evitando el endurecimiento, produciendo polvos, estabilizando emulsiones,
encapsulando, facilitando el flujo, dando firmeza a espumas, melificando, glaseando, retirando
humedad, moldeando, asi como estabilizante y espesante.

b) Maltodextrinas

Las maltodextrinas son oligosacaridos quiere decir carbohidratos de complejo soluble, son

clasificadas de acuerdo a su equivalencia en dextrosa (ED) es decir, el grado de polimerizacién
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(GP) o de su poder reductor, su GP es de dos a diez. Debido a su gran numero de ramificaciones,
adquieren una forma helicoidal de tamafio pequefio logrando volimenes mas pequefios. Las
maltodextrinas se elabora por los métodos de hidrdlisis acida o enzimatica; sus caracteristicas
son: baja viscosidad, alta solubilidad, inodoras e incoloras (Garcia, Gonzalez, Ochoa y Medrano
2004, Kenyon, 1995).

c¢) Goma arabiga

Son insipidas, pero pueden tener un efecto en el gusto y sabor de alimentos; baja viscosidad,
son solubles, emulsionante y es versatil para la mayoria de los métodos de microencapsulacion
(Madene et al., 2006, Murua et al., 2009). Como ejemplos se tienen goma de algarrobo, goma
guar, goma de tamarindo, goma gelana, goma xantana, goma arabiga (Morkhade y Joshi, 2007).
La goma arabiga denominada E-414 en la industria alimenticia dentro de los nimeros EINECS,
es un compuesto de origen natural con una estructura ramificada que se extrae de la resina de
arboles subsaharianos (Acacia senegal y Acacia seyal) como parte del proceso de cicatrizacion
de éstos conocido como gummosis. Esta resina de color &mbar se recolecta normalmente a mano
una vez seca. Se trata de una sustancia inflamable, aunque con un elevado punto de inflamacion
(>250 °C), y relativamente buena solubilidad en agua (aprox. 500 g/L).

La goma arabiga, se utiliza principalmente como agente encapsulante para la
microencapsulacion en el secado por atomizacién debido a su excelente capacidad emulsificante
y baja viscosidad en soluciones acuosas. Ademas, proporciona buena retencion de sustancias
volatiles y confiere proteccion efectiva frente a la oxidacion. Sin embargo, su aplicacion en la
industria alimentaria es limitada en comparacion con las maltodextrinas debido a que es mas

costosa y a que tanto el precio como su disponibilidad estan sujetos a fluctuaciones frecuentes,
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ademas de ser menos soluble a temperatura ambiente (Chronakis, 1999, Shiga, Yoshii &
Nishiyama, 2001).

La goma arabiga es un heteropolisacarido ramificado, tiene una cadena de p-galactopiranosa,
L-ramnopiranosa, arabinofuranosa y acido glucurénico, de tal forma es un hidrocoloide. Es una
molécula que tiene de 1 a 2% de proteinas y 95% de polisacéridos (Lépez, Goycoolea, Valdez
& Calderon, 2006).

Los grupos acidos influyen en la viscosidad de sus dispersiones, éstas se ven afectada por la
adicién de acidos, alcalis y la presencia de cationes. Es de interés tecnoldgico alimentario con
respecto a su comportamiento reolégico. La goma arabiga tiene la capacidad para aumentar la
viscosidad puesto que forma geles, quiere decir un estado entre liquido y sélido, esta constituido
por una red macromolecular que retiene entre sus mallas una fase liquida. En efecto, la
asociacion de cadenas produce un aumento en el espacio llevando a una viscosidad. A medida
que las cadenas se unen entre si, el gel se hace méas fuerte, aumentando las caracteristicas
reoldgicas (Fennema, 2000).

2.5.4.3 Proteinas

Son alimentos hidrocoloides ampliamente utilizados como microencapsulantes, por ejemplo:
proteinas alimenticias como caseinato de sodio, proteina de lacto suero, aislados de proteina de
soya (Madene et al., 2006, Murua et al., 2009), ceras (Fuchs et al., 2006), gluten, grenetina
(Yafiez et al., 2002), caseina, soya, trigo (Séenz, Tapia, Chavez & Robert, 2009) y gelatina

(Kwak, Thm & Ahn, 2001).

2.5.5 Morfologia de microcapsulas
Las microcapsulas son particulas individuales o gotas de un material activo (nucleo o fase

interna) que han sido rodeadas por una cubierta (membrana o fase externa), puede estar
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constituida por una membrana fuerte, delgada, esférica y semipermeable, pueden obtenerse
particulas de un tamafio entre 1 y 100 um La microcapsula simple estd compuesta por dos
elementos, el material activo y material de pared (Jyothi, Seethadevi, Suria, Muthuprasanna y
Pavitra, 2012; Rokka y Rantamaki, 2010; Jiménez, 2010). El tamafio y la forma de estas
microcépsulas, dependen de los materiales y métodos usados para prepararlas. En la Figura 5 se
presenta la morfologia de distintos tipos de microcapsulas donde: A) matriz, B) microcapsula
simple, C) microcapsula irregular, D) microcapsula de pared multiple, E) microcdpsula de

nucleo multiple y F) agregado de microcapsulas.

QA OB O C
©D oE @ F
Figura 5 - Morfologia de microcapsulas (Estevinho, Rocha, Santos & Alves, 2013)

Los ensayos que aseguran la calidad y homogeneidad de las microcépsulas son: caracteristicas
morfolégicas (tamafio de particula, estructura interna, densidad), rendimiento de produccion,
eficacia de encapsulacidon, contenido en material activo, estudio de liberacidn del material activo

y estado fisico e interacciones polimero-material activo (Lozano, 2009).
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2.6 Generalidades del pan
El pan se consume desde tiempos antiguos, ahora forma parte de la dieta tradicional de varios
hogares en todo el mundo, donde cada lugar le brinda las caracteristicas muy particulares

(Salgado & Jiménez, 2012).

La Norma Mexicana, NMX-F-516-1992 es elaborada a partir de levadura, sal, azlcar, harina de
trigo y agua. El pan es horneado a partir de una masa fermentada, en panificacion se utilizan las
harinas duras, debido a que tienen un alto contenido de proteinas que tienen un papel importante
en la formacion de la masa. Las proteinas son constituidas por gluteninas y gliadinas, quienes
junto con el agua, los lipidos forman gluten, los cuales son responsable de las propiedades de
cohesividad y viscoelasticidad en el amasado. La red tridimensional retiene el gas producido

por la fermentacion de las levaduras, confiriéndole textura al pan.

2.6.1 Valor nutritivo del pan

Segun Hernandez (1999c) el pan de trigo abunda una proteina denominada gluten, que hace
posible gque la harina sea panificable. También contiene minerales como fésforo, magnesio y
potasio. Tiene vitaminas del grupo B como la riboflavina o Bz, tiamina o By, piridoxina o B6 y
niacina, mientras que en el pan molde los hidratos de carbono estan entre 46% y 54% Las

variedades integrales y de cereales son las mas ricas en fibra (Padilla & Jara, 2010).

2.6.2 Descripcién de las etapas para la elaboracién del pan
Segun Clemente, Mayayo, Rozas y Santa Catalina (2013) el proceso que ocurre en cada una de

las etapas para la elaboracion de pan molde son las siguientes:
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2.6.2.1 Amasado
En esta etapa ocurre la homogenizacién de ingredientes, al afiadir agua se produce un cambio
en el estado natural de las materias primas transformandose todos los ingredientes en un solo
cuerpo llamado masa. La masa es 6ptima cuando:

- La masa se forma en un solo cuerpo, en la amasadora.

- Estirar una porcion para verificar la elasticidad.

- Los poros blancos determinan una buena oxigenacion.

- Luego del amasado se obtiene una masa fina.

- Aumento de volumen, como resultado de la hidratacién de las proteinas, contacto con

el oxigeno y una pequefia fermentacion.
- Aumento de la temperatura, producto del roce entre moléculas, por ello se afiade el
agua helada a la masa para facilitar el trabajo.

2.6.2.2 Division y pesaje
La division se realiza en dos etapas: pesado de una gran masa y subdivision. El tiempo en esta
etapa es entre 15 a 25 minutos, tiempos mas largos pueden provocar aumento de la temperatura,
en el principio de fermentacion ocasiona una alta acidez con pesos variables, color de la corteza
desigual y ausencia de sabor del pan.
2.6.2.3 Moldeado
En el moldeado se da la forma que corresponde al tipo de pan, en el caso de los panes molde
son rectangulares y previamente engrasados. Para lograr el moldeado se realizan cuatro
operaciones diferentes que son: aplanar o laminar la masa, sacar gas a la masa, enrollar la masa

previamente estirada dandole forma cilindrica y finalmente aplicar presion sobre la masa para
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darle forma larga y redondeada dejandola lista para colocarla en el molde. Esta etapa tiene

efectos pronunciados sobre la textura del pan. (Layando, Valverde & Mayaute, 2015).

2.6.2.4 Fermentacion
Segun Clemente et al. (2013) los procesos quimicos de fermentacién ocasionan aumento de
volumen de la pieza, una textura fina y ligera, y produccion de aromas agradables. La
fermentacion alcoholica es la responsable de la mayor parte de aromas del pan, consiste en la
transformacion de glucosa en etanol y anhidrido carbonico. Aproximadamente el 90% de los
azUcares siguen este proceso fermentativo y el 10% sufren fermentaciones diferentes. En la
fermentacion existen tres etapas fundamentales:

- Primera etapa: fermentacion rapida. Inicia luego de afiadir la levadura en la amasadora, las
Saccharomyces cerevisiae metabolizan los azucares libres de la harina.

- Segunda etapa: Las enzimas como la a amilasa, 3 amilasa, glucosidasa y aminoglucosidasa
actian sobre el almidén. En esta etapa es donde se produce la mayor cantidad de
fermentacion alcohdlica a la par que, aunque en menor grado, también se dan otro tipo de
fermentaciones complementarias como son la butirica, lactica o acética. El tiempo puede
comprenderse desde el reposo de las piezas hasta la fermentacion.

- Tercera etapa: Es una fermentacion de corto tiempo, tiene mucho que ver con el tamafio de
la pieza, se finaliza cuando en el interior de la pieza se alcanzan los 55°C a esta temperatura,

las células de levadura, mueren. Esta etapa sucede en el horneado.

2.6.2.5 Horneado
En esta etapa las masas sufren cambios fisicos, quimicos y bioldgicos. Las piezas de masa son

introducidas en el horno, el calor comienza a propagarse del ambiente hasta el interior del
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producto, la parte de la masa en contacto con la base del horno absorbe el calor por conduccion,

y la que esta en contacto con el aire por conveccion (Tabla 4).

En la coccion se alcanza una temperatura de 100°C. Cuando la migracion del agua cesa se forma

la corteza. Ademas, a causa de la temperatura del horno se produce una dilatacion del gas y un

aumento de vapor de agua, lo que ocasiona el aumento del volumen de pan. Mientras la

temperatura aumenta, se producen una serie de fendmenos bioquimicos.

Tabla 4 - Fendmenos que ocurren en el interior de la masa durante la coccién

Temperatura Evento
30°C Expansién del gas y produccion enzimatica de azucares
40-50 °C Muerte de las levaduras
£0.60 °C Fuerte actividad enzimatica, inicio de la solubilidad del
almidon
100 °C Desarrollo y produccion de vapor de agua, formacién de la
corteza
110-120 °C Formacion de dextrina en la corteza (clara y amarillenta)
130-140 °C Formacién de dextrina parda
140-150 °C Caramelizacion (oscurecimiento de la corteza)
150-200°C Producto crujiente y aromatico (pardo oscuro)

Mas de 200 °C

Carbonizacion de la pieza (masa porosa y negra)

Fuente: Layango et al. (2015)

2.6.2.6 Enfriamiento

Desde el momento en el que sale del horno, el pan sufre una serie de trasformaciones fisicas que

comprenden basicamente la migracion del agua, alcohol y gas carbonico del interior del mismo
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hacia el medio exterior, a través de la corteza. Parte de esa agua queda atrapada por la corteza
en forma de humedad.

Ello explica el fendbmeno claramente visible de ablandamiento de la corteza a medida que el pan
se va enfriando. Si el enfriado se produce en un ambiente muy seco (baja humedad relativa del
aire), la perdida de humedad serd mas importante que si se produce en un ambiente de alto

porcentaje de humedad, debido a la propiedad higroscopica del pan.

Al salir del horno, el producto es colocado en carros y transportado a una camara donde se enfria
hasta la temperatura éptima para ser envasado. Esta etapa dura entre tres y cinco horas. Ocurre

la evaporacion, y el pan pierde aproximadamente de 1 al 3% de su peso (Lezcano, 2011).

Segun la Norma Sanitaria para la Fabricacion, Elaboracién y Expendio de Productos de
Panificacion, Galleteria y Pasteleria (2010) en cuanto a la higiene, el area donde se realiza el
enfriado del producto debe ser exclusiva para tal fin, separada de las anteriores y mantenerse
limpia y en perfecto estado de conservacion. El personal debe cumplir con las condiciones de
higiene y proteccién en forma rigurosa. La sala de enfriado debe contar con ventilacion

suficiente para el enfriado del pan conforme al estandar de la receta.

2.6.2.7 Rebanado y envasado

Las piezas frias se rebanan en partes iguales y se envasan; ésta area que debe estar aislada del
resto de la fabrica. A nivel industrial, suelen utilizar cortadoras de alta velocidad equipadas con
cuchillas sin fin que dan un corte fino y rebanado. La temperatura de esta sala debe ser de 20 a
22 °C. Los panes son embolsados en bolsas de polietileno de alta densidad (Layango et al.,

2015). Las piezas son llevadas hacia un almacén donde se guardan hasta su comercializacion.
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2.6.2.8 Almacenado

El pan es un producto perecedero, se le afiaden sustancias quimicas para alargar su vida Gtil. La
mejor forma de almacenar el pan de molde es en un lugar fresco y seco, idealmente con poca
luz, y a temperatura ambiente. (Layango et al., 2015). La temperatura 6ptima es entre 22 y 35
°C y la humedad relativa es 75%. Los panes molde se apilan maximo de 2 unidades para evitar

causar dafio por deformacion y desmoronamiento (Lallemand baking update, 1996).

2.6.3 Deterioro microbiano del pan
El pan es un producto que se deteriora rapidamente pues presenta cambios en el sabor, pérdida
de humedad de la miga y endurecimiento (Stanley, Cauvain y Young 2007). Las principales

alteraciones microbioldgicas son causadas por hongos y levaduras.

2.6.3.1 Deterioro por mohos

El enmohecimiento es el deterioro causado por mohos, y se manifiesta con la aparicién de
manchas superficiales en el pan. Los mohos del pan son Aspergillus, Penicillum, Rhizopus
(Sahan, 2011). Cladosporium, Fusarium (Tarar, Rehman, Mueen-Ud-Din y Murtaza, 2010),
Mucor y Eurotium; de ellos, los mas generales son Penicillium y Aspergillus (Moore, Dal Bello

& Arent, 2008).
a) Aspergillus

El género aspergillus tiene méas de 100 especies y pertenece al grupo Deuteromycetes. Las
especies del género Aspergillus producen esporas asexuales (Jay, Loessner y Golden, 2006).
El color es la principal caracteristica macroscopica para la identificacion de los grupos de

aspergilos, poseen distintos colores entre ellos verde, pardo, amarillo, blanco, gris y negro.
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Las cabezas conidiales presentan bajo el microscopio cuatro forman basicas: globosa,

radiada, columnar o claviforme (Kozakiewicz, 1989).

La presencia de Aspergillus en los alimentos depende del sustrato y de los factores
ambientales como el pH, temperatura, potencial redox, actividad de agua y presencia de
conservantes. Son de habitat terrestre y su capacidad de crecer con valores de aw bajos, el
Aspergillus es un género contaminante muy habitual en cereales y alimentos deshidratados.
Su presencia es debida a falta de medidas de higiene, por ejemplo recipientes antihigiénicos,
no desinfectados, o de aire no filtrado. También se encuentran frecuentemente

contaminaciones superficiales en alimentos ricos en almidén (Jay et al., 2006).
b) Penicillium

Las especies del genero Penicillium son capaces de crecer en medio muy diferentes.
Generalmente, estos hongos se encuentran en la naturaleza y estan ligados a los procesos de
descomposicion de la materia organica, lo cual conlleva a la degradacion de una variada
cantidad de alimentos (Jay et al., 2006). Son méas de 200 especies, las mas comunes, crecen
y esporulan en los medios de cultivo habitualmente empleados en el laboratorio,
produciendo colonias pequefias y circulares con tonos gris verdoso o verde-azulados; por
ello, la gran mayoria de las especies de este género son reconocidas a nivel de género (Jay

et al., 2006).

Se encuentra un gran nimero de su especie en alimentos, constituyendo, en la mayoria de
los casos, este hongo no provoca graves pérdidas econdémicas (Jay et al., 2006). Algunas
especies aisladas a partir de alimentos tienen su habitat natural en cereales, apareciendo en

ellos justo antes o despues de la cosecha. En particular, P. aurantiogriseum, P. verrucosum,
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P. viridicatum y otras especies estrechamente relacionadas se encuentran en trigo, cebada y
otros cereales cuando se cultivan en regiones templadas. P. funiculosum y P. oxalicum se
encuentran, en cualquier lugar del mundo, asociadas a cultivos de maiz. En el caso de la
industria panadera es de gran importante las contaminaciones producidas por P. expansum

(Jay et al., 2006).

2.6.3.2 Deterioro por levaduras

Las levaduras responsables del deterioro del pan son las filamentosas y las fermentativas. Las
filamentosas presentan un crecimiento superficial en forma de manchas blancas, cremas o
rosadas; éstas afectan a panes con alta actividad de agua. En cambio las fermentativas ocasionan
un deterioro fermentativo por la variacién de alcohol y/o de gases que afectan a productos baja

actividad de agua (Ribotta & Tadini, 2009).

Las levaduras que causan el deterioro del pan son Candida guilliermondii, Candida
parapsilosis, Hansenula anémala, Zygosaccharomyces rouxii, Debaromyces hansenii, Serratia
marcescens, Endomyces fibuliger, Saccharornycopsis fibuligera y Pichia burtonii (Stanley et

al., 2007).

En panificacion la especie S.marcescens causa el deterioro conocido como pan rojo por lo cual
tienen pigmentos rojos brillantes. E. fibuliger ocasiona que el pan tenga una apariencia de yeso
en la superficie, debido a la generacion de manchas blancas producidas por el microorganismo

(Jay, 2000).

2.6.4 Meétodos de prevencion contra el enmohecimiento del pan de molde
Tejero (2015) menciona métodos utilizados en la industria de panificacion para evitar el

crecimiento de mohos en los panes:
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2.6.4.1 Luz ultravioleta
Los rayos ultravioletas se emplean para la desgerminacién ambiental y el control de la
expansion. Es un método que actua sobre la atmosfera de las salas de enfriamiento y

empaquetado y bandas transportadoras.

2.6.4.2 Microondas
Los panes son rebanados y empaquetados para llevarlo a la microondas. Para ello se necesita de
un horno de banda transportadora a 2450 megaciclos/segundos para conseguir una temperatura

de 66° C de 30 segundos a 2 minutos.

2.6.4.3 Envasado aséptico
El envasado aséptico implica el enfriamiento, cortado y envasado en condiciones estériles,
descontaminado por luz ultravioleta o por la aplicacion superficial por pulverizacion de

antimicrobianos compuestos por propionato calcico 10% Yy sorbato potasico 5%.

2.6.4.4 Envasado en atmdsfera modificada

En este proceso se cambia el oxigeno del interior de la bolsa de plastico por un gas. El reemplazo
por gas produce un efecto fungico aumentando la conservacion de productos. Para ello se
necesita una maquina de llenado y sellado de la bolsa, asi como un film que evita que los gases
introducidos no se escapen. Se reemplaza el oxigeno con Nitrégeno o el CO2 o0 una mezcla de

ambos.

2.6.4.5 Conservacion quimica
La adicion de antimicorbiano es limitado depende del aditivo que se utilice. Los conservantes

mas eficaces en el pan de molde son:
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a) El propionato célcico

El propionato calcico (E-282) es el conservante mas utilizado en panaderia, su accion evita
la proliferacion de mohos. A mayor acidez mayor accion (pH 5.3).

Es el conservante mas eficaz en impedir el crecimiento de mohos. La accion inhibitoria de
los propionatos se debe a las moléculas no disociadas del compuesto, debido a que el acido
en forma no disociada es muy soluble en las membranas celulares y puede penetrar
facilmente en la pared celular de hongos y bacterias, y dentro de la célula actiia como potente
inhibidor de enzimas esenciales para el metabolismo, de esta manera se logra inhibir el
crecimiento y duplicacion de los mismos (Comision Internacional sobre Especificaciones
Microbioldgicas para los Alimentos, 1980). Su actividad frente a levaduras es minima, los
propionatos se pueden emplear en el pan sin perturbar la actividad fermentativa de la
levadura en la masa por lo que se puede afiadir directamente a la misma (Stanley & Young,
1996; Quaglia, 1991).

b) El sorbato potasico

Sorbato Potésico (E-202) es muy activo contra los mohos actia mejor con la mezcla de
propionato y &cido sorbico. También se agrega en forma de pulverizado cuando el pan sale
del horno.

¢) Acido sorbico

Acido sdrbico (E-200) es un é&cido insaturado, u accion es muy eficaz en medio &cido pH 5.
Debido a que el acido sorbico inhibe no solo la actividad del moho sino también la de la
levadura, no puede afiadirse a la masa, pero debe ser rociado sobre el producto después de

la coccidn (Quaglia, 1991).
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugares de Ejecucion

La investigacion se ejecuto en tres distintas universidades:

e Centro de Investigacion de Tecnologia de Alimentos (CITAL), el Centro de
Investigacion de Ciencia de Alimentos (CICAL) y el Laboratorio de Procesos,
pertenecientes a la Facultad de Ingenieria y Arquitectura de la Universidad Peruana
Unién, Lima - Peru.

e Laboratorio de Quimica de la Facultad de Quimica de la Universidad Mayor de San
Marcos, Lima - Perd.

e Laboratorio de Microscopia Electronica de Barrido de la Facultad de Ciencias de la

Universidad Nacional de Ingenieria, Lima - Perd.

3.2 Materiales y equipos

3.2.1 Material vegetal
Para la obtencidn de los aceites esenciales se utilizan hojas de orégano seco semi livianas que
son obtenidas del departamento de Tacna, provincia Candarave.
3.2.2 Insumos
- Harina panadera (Benoti)
- Sal (Marina)
- Levadura fresca (Mac pan)
- Azlcar blanca (Pantaleon)
- Manteca vegetal de palma (Gusto selecto de oro)

- Mejorador enzimatico (Montana)
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Leche en polvo (Montana)
Agua
Goma Arabiga (Insuquimica S.A.C.)

Maltodextrina DE 10 (Frutarom S.A.)

Almidon modificado de maiz (Insumos y Soluciones S.A.C.)

estearoil lactilato de sodio (SSL) (Granotec S.A.)

Esencia de leche (Quimica)

Reactivos

Alcohol etilico puro 96°C (Laboratorio CENTROLAB, Peru)

Eter de petréleo (Merck, Per()
Fenolftaleina 1%

Hidroxido de sodio 0.1 N

Materiales

Bureta graduado en divisiones de 0,1mL
Vaso precipitado 50 y 200mL

Envases ambar de vidrio

Probetas 100, 250 y 500mL

Mechero bunsen

Placas Petrifilm

Matraz erlemeyer 250 y 500 mL
Pipeteador

Pipetas 1y 10mL

Bolsas herméticas con zipp, medianas de 17.5 x 20cm
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Bolsas polietileno de alta densidad

Crisol

Termdmetro de mercurio (-10 a 50°C)

Recipientes

Picnometro 10mL (ISOLAB, Alemania)

Pera de decantacion 50mL

Tela poliseda

Inyectables

Pinza metalica

Envases ambar

Papel filtro

Cucharillas

Hornillas

TermoOmetro infrarrojo digital (BOECO BE700, Alemania)
Equipos

Extractor de aceite esencial (INNOVA, Pert)
Atomizador mini spray dryer (BUCHI B-290, China)
Microscopia Electronica de Barrido (Carl Zeiss EVO MA 10, Alemania)
Amasadora (Josisa AS 15, Peru)

Refrigerador (LG, GM-328QC, Peru)

Horno industrial (Josissa 036, Per()

Fermentadora (Josissa CF04, Per()

Balanza analitica (OHAUS PA214, China)
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- Termo agitador con pastilla (H. W. Kessel SP18420-26, Per()
- Termo agitador (Shaker S3, ELMI, Chile)
- Aqualab (Decagon Devices, modelo 3TE, Canada)
- Analizador de humedad (PESACON MX-50, Pert)
- Bafio ultrasonico (Branson 1-291, México)
- Autoclave (FRAVILL — AVAO080)
- Potenciometro ( HANNA edge HI 2020, Romania)
- Refractometro digital (ABBE, Alemania)
- Licuadora (Oster BRLY07-500-051, México)
3.3 Metodologia experimental
La ejecucion de la presente investigacion se realizd en 4 etapas las cuales se esquematizan en la

Figura 6.

3.3.1 Caracterizacién de aceite esencial de orégano

Los pasos realizados para la obtencion del aceite esencial de orégano son:

3.3.1.1 Acondicionamiento de la materia prima

Se obtuvo las hojas de orégano secas del departamento de Tacna distrito Candarave, el método
de secado fue mediante secadores solares con ventilacion. Las hojas fueron seleccionadas de los
tallos y las flores. Al llegar al laboratorio, el material se extendié para evitar la contaminacion

por hongos. Se coloco en un lugar con sombra a temperatura ambiente (22°C) por 24 horas.

53



Acondicionamiento y

Caracterizacion de Orégano

a

Operaciones

Condiciones
y/o parametros

Andlisis y/u
Observaciones

Recepcion  Seleccion Caracterizacion

Hojas
secas

\

Solo hojas
de orégano

Humedad

4

Microencapsulacion de aceite
esencial de orégano

Extraccion y Caracterizacion
de aceite esencial de orégano

Figura 6 — Esquema general de la investigacion
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3.3.1.2 Caracterizacion de las hojas de orégano

a) Determinacion de humedad

Se pes6 1 g y se procedid a colocar la muestra en el analizador de humedad (MX-50, marca:
Pesacon), proporcionado por el Centro de Aplicacion de Productos Unidn, la medicion se
realiz6 por triplicado.

b) Actividad de agua (aw)

La actividad de agua de las hojas de orégano fue medida en el equipo Aqualab (Decagon
Devices, modelo 3TE, Canada), proporcionado por el Centro de Aplicacion de Productos
Unidn, la medicion se realizo por triplicado.

3.3.1.3 Extraccion del aceite esencial de orégano

Se procesaron las hojas de orégano en tres lotes de 2kg y uno de 1.4kg, cada extraccion tardd 90

min. El procedimiento para la extraccion de aceite esencial de orégano se realiz6 por arrastre de

vapor segun la metodologia de Albarracin y Gallo (2003). El esquema del equipo usado se muestra

en la Figura 7.
_ - = f 5 )
o : - lz_ﬁ‘[
— Condensador 3 ,'\_l
Ir,ﬂ ['i!f; ‘E
| 1l
. ||!:II:' .'=I|||! .
—i '..J:il |""‘-|—\_|,_,—-"' Illi YVasos
| I — florentino
Caldera Extractor

Figura 7 — Esquema de destilador mediante arrastre por vapor
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El vapor de agua se inyect6 desde una caldera externa por medio de tubos difusores, ubicados en
la parte inferior del extractor. Las hojas de orégano (envueltas en poliseda) se colocaron sobre una
parrilla interior del tanque extractor. Se cerr6 el tanque de extraccion y se permitio el pase del
vapor de agua (100°C y 10 psi), este provocd que los aceites esenciales se difundan desde las
membranas de la célula hacia fuera. Los vapores de agua y aceite esencial que salieron, se enfriaron
hasta regresar a la fase liquida en el condensador, posterior a ello se recolect6 aceite esencial y
agua floral, y finalmente se procedio a la decantacion del aceite esencial. El aceite esencial se

almaceno en un envase ambar y se mantuvo refrigerado a -5 °C durante 12 horas.

3.3.1.4 Caracterizacion de aceite esencial de orégano

a) Rendimiento de aceite esencial orégano

El rendimiento se obtuvo a partir de la ecuacion 1:

aceite esencial obtenido (mL)

% Rendimiento = x 100 (1)

peso de orégano (g)

b) Indice de refraccion

La medicion del indice de refraccion se realizo en el laboratorio de la Facultad de Quimica de
la Universidad Mayor de San Marcos segun la Norma Técnica Peruana 209.121.1975. Se
limpié cuidadosamente el prisma con acetona. La prueba se realiz6 utilizando un refractémetro
digital ABBE. Se verti6 unas gotas de la muestra en el prisma inferior, se ajusto con el prisma
superior de forma que quede entre ellos una capa de muestra, libre de burbujas de aire.

Se dejé en reposo de uno a dos minutos o hasta que la muestra alcanzd 20°C. Se hicieron girar

los prismas hasta que el campo aparezca dividido en una porcion obscura y otra iluminada,
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procurando que en la separacion de ambas porciones no aparezca una banda de dispersion, sino
una linea nitida. Se ajusto la posicion de esta linea de modo que pase por el punto de
interseccion de los hilos del reticulo y se lee sobre la escala el valor del indice de refraccion de
la muestra, el analisis se realizo por triplicado.

c) Densidad

El procedimiento general para la determinar de la densidad del aceite esencial de orégano fue
mediante el método picnométrico, mediante la Norma Técnica Peruana 209.128.1980. Se
utilizé un picnémetro de 10mL, el picndmetro estuvo a temperatura ambiente y se procedio a
pesar y anotar. Segundo, se llen6 de agua hasta el borde superior del tubo, se pesé y se anoto.
Finalmente se lleno de aceite esencial de orégano, se pesd y se anotd. Asi se calculd la densidad
expresada en g/mL. El analisis se realizo por triplicado. Para sacar el calculo de la densidad se

utilizo la ecuacion 2;

Densidad = (P" — P) )
———x D
*"-P)
Donde:
P = peso en g del picnémetro vacio.
P' = peso en g del picnémetro lleno con agua
P" = peso en g del picndmetro lleno con aceite

D = densidad del agua
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d) Residuo de evaporacion

La determinacion del residuo de evaporacion se llevo a cabo mediante el método descrito
Norma Técnica Peruana 319.089:1974, para aceites esenciales.

Se peso 1 g de aceite esencial de orégano, y se afiadié en una capsula de porcelana que se taro
previamente. Se llevé la capsula con la muestra al bafio de vapor, en donde se dejo
ininterrumpidamente una hora a 80°C se retir0 del bafio y se dejo enfriar en el desecador.
Finalmente se procedié a pesar. La prueba se realizd por triplicado. Los resultados se

expresaron en porcentajes y se calcularon con la ecuacion 3:

peso del residuo (g)

% residuo de evaporaciéon = 100 (3)

peso de la muestra (g)

3.3.2 Microencapsulacion de aceite esencial de orégano mediante secado por atomizacion
La microencapsulacion se realiz6 con los siguientes materiales: goma arabiga, maltodextrina,
almidén modificado, agua destilada y aceite esencial de orégano. El equipo utilizado fue el

atomizador de marca BUCHI -290 Meri Spray.

3.3.2.1 Elaboracion de la emulsion
Para la elaboracion de la emulsién, se obtuvo la formulacion de Alvarenga et al. (2012) con
modificaciones.
- Para la preparacion de 1 litro de emulsion, primero se hidrataron la maltodextrina y goma
arabiga en agua destilada durante 12 horas a 25°C, luego los materiales de pared se licuaron

en agua destilada a 60-70°C por 1 minuto.

58



- Después se afiadié el almidon modificado a temperatura no mayor de 80 °C y se procedi6 a
homogenizar durante 1 minuto. Se afiadio el aceite esencial de orégano con temperatura de
10°C, se prosiguio con la mezcla hasta conseguir una emulsion completamente homogénea.
En la Tabla 5 se presentan los componentes y porcentajes usados para la formacién de la

emulsion.

Tabla 5 - componentes para la formacién de la emulsion

Componentes Porcentaje
Agua destilada 90%
Materiales de pared* 9%

Aceite esencial orégano 1%

* Maltodextrina 12.75%, goma aradbiga 36.25%
y almidén modificado de maiz 51%

3.3.2.2 Secado por atomizacion

Los parametros para el secado por atomizacion de aceite esencial de orégano, fueron obtenidos de
Alvarenga et al. (2012) (Tabla 6). Mientras que en la Figura 8 se muestra el esquema del proceso
de microencapsulacion.

Tabla 6 — Pardmetros de atomizacion

Parametros condiciones
Temperatura de aire de entrada 185 °C
Temperatura de aire de salida 185 °C
Potencia de aspiracion 100%
Bomba peristaltica de alimentacion 18%
Caudal de alimentacion 1L.ht?
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Figura 8 - Esquema del proceso de microencapsulacion mediante secado por pulverizacién
(Bakry et al., 2015)

3.3.2.3 Caracterizacion de microencapsulado de aceite esencial de orégano

a) Rendimiento de microencapsulado

La muestra en polvo obtenida tras el secado por atomizacién fue pesada en una balanza

semi-analitica CKG-3 y se obtuvo el rendimiento a partir de la ecuacion 4:

microencapsulado obtenido (g)

% Rendimiento = x 100 (4)

materiales de pared y aceite esencial (g)
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b) Actividad de agua (aw)

El anélisis de aw se realizé en la planta de productos union, se colocé en el equipo una pequefia
cantidad de microencapsulado aceite esencial de orégano y se esperd por unos minutos la

lectura correspondiente, el analisis se realizd por triplicado.
c) Determinacion de humedad

Se peso 1 g de microencapsulado de AEO y se procedi6 a colocar la muestra en el analizador
de humedad (MX-50), proporcionado por el Centro de Aplicacion de Productos Union, el

analisis se realizo por triplicado.
d) Determinacion de la densidad aparente

Dos gramos de microencapsulado se pesaron en una probeta de 10mL, el volumen es leido
después de dos golpes suaves sobre una superficie plana. La densidad aparente se calcul6 a
partir del peso de microencapsulado contenido en la probeta entre el volumen ocupado.
(Bhandari et al., 1992). La prueba se realiz6 por triplicado. La densidad aparente se calcul6

mediante la ecuacién 5:

<|§

()

Donde:

D: densidad
M: masa (g)

V: volumen (mL)
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e) Eficiencia microencapsulacion (MEE)

Segun Velasco, Marmesat, Dobarganes y Marquez (2006) la eficiencia de microencapsulacion
se calcula a partir del contenido de aceite total y la cantidad de aceite superficial, segun la

ecuacion 6:

Aceite Total—Aceite superficial (mL)

MME = ,
Aceite total (mL)

x 100 ©)

f) Cantidad de aceite superficial

El aceite superficial, también conocido como fraccion de aceite no encapsulado, se determiné
segun Quispe et al. (2011) con modificaciones. Se peso la muestra (500 mg) en un embudo
con papel filtro preparado manualmente. EI embudo se colocd encima de una probeta de 25mL
que fue tarada previamente. Las microcapsulas se lavaron 5 veces usando 1mL de éter de
petréleo a temperatura ambiente utilizando un total de 5mL. Después de la filtracion, el
disolvente se evapord de la probeta y se determiné el aceite extraido, que se consideré6 como
el aceite superficial. El andlisis se realizo por triplicado.

g) Cantidad de aceite total microencapsulado

La metodologia utilizada fue la de Quispe et al. (2011). En un vaso de precipitado de 50mL se
depositd 500mg de microcapsula y fue disuelta en 5mL de solucién acuosa de etanol (85mL
de etanol/100 mL). La muestra se agit6 suavemente y se coloco en un bafio de ultrasonidos a
temperatura ambiente (25°C) por 15 minutos.

Se procedio a colocar el vaso de precipitado en un agitador, la muestra fue mezclada con 5mL

de éter de petréleo. Al observar la separacion de fases, se vertio la fase superior en una placa
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petri previamente tarada. Este procedimiento se realizé cinco veces utilizando un total de 25mL
de éter de petroleo. El éter de petréleo se evapord y el aceite esencial quedd capturado.
Finalmente se peso la placa y se obtuvo el contenido de aceite total, el analisis se realiz6 por
triplicado.

h) Morfologia de microcapsulas

Para conocer la morfologia exterior de las microcapsulas de aceite esencial de orégano se llevo
a analizar la muestra al laboratorio de Microscopia Electronica de Barrido de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional de Ingenieria, en el equipo de Microscopia Electronica

de Barrido (Carl Zeiss EVO MA10 SEM), mediante el software SmartSEM versién 5.009.

3.3.3 Elaboracion de pan molde con microencapsulado AEO

Los panes molde con MAEO se elaboraron de la siguiente manera (Figura 9):

a) Pesado
Se realizaron 3 tratamientos, 16 panes molde con 1% de microencapsulado, 16 panes molde

con 1.5% de microencapsulado y 16 panes molde con 2% de microencapsulado.

b) Mezclado

Para cada formulacidn se realiz6 primero la mezcla de productos secos: harina panadera, sal,
azucar, leche en polvo, SSL (estearoil lactilato de sodio) y MAEO (microencapsulado de aceite
esencial de orégano), posteriormente se afiadié la manteca vegetal, levadura fresca y agua fria.

El tiempo de mezclado fue de 3 minutos.
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Tiempo: 3 min

Tiempo: 7 min

Tiempo: 10 min

174 g por masa de pan

Temperatura: 30°- 35°C
Tiempo: 90 min

Temperatura: 150°C
Tiempo: 25 min

Tiempo: 2 horas

Pesado de
Ingredientes

L 2

Mezclado

L 2

Amasado

.

Reposo

@

Pesado

-

Division

«

Moldeado

-

Fermentado

-

Horneado

-

Enfriado

.

Pulverizado

.

Rebanado

4

Envasado

100% Harina de trigo

50% Agua

3% Levadura fresca

10% Azucar

1% Sal

10% Manteca vegetal

3% Leche en polvo

0.5% Mejorador enzimético
0.3% SSL

1,15y 2% MAEO

100% alcohol

2% esencia de leche
0.20% aceite esencial de
orégano

Figura 9 — Diagrama de flujo de la elaboracion de pan molde
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c) Amasado
El amasado se realizd mecanicamente. Por un lapso de 7 minutos en segunda velocidad, hasta

lograr la elasticidad de la masa, llegando al punto gluten.

d) Reposo
Se dej6 la masa en reposo por 10 minutos, la mesa fue engrasada previamente para evitar que

se pegue a ésta.

e) Pesadoy division
Posteriormente se peso la masa total y se procedié a dividir, el peso de un pan molde fue de
174qg. Alterno a esta etapa se lavaron, desinfectaron, secaron y engrasaron con poca cantidad

de manteca cada uno de los moldes para poder colocar la masa.

f) Moldeado
Las masas se bolearon dando una forma cilindrica se comprimieron, estiraron y sellaron. Luego

las masas fueron colocadas en los moldes.

g) Fermentado
Para el fermentado se colocaron los moldes en bandejas que posteriormente se introdujeron a

la cdmara fermentadora a 30-32°C por 1 hora y 30 minutos.

h) Horneado
El horno fue precalentado con 20 minutos de anticipacion para alcanzar la temperatura de
150°C, luego se retiraron los moldes de la camara fermentadora y se colocaron en el horno, el

tiempo de coccion fue de 25 minutos.
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i) Enfriado
Culminado el tiempo de coccion, se retiraron los moldes del horno, e inmediatamente se
separaron los panes de sus moldes. Se dejaron enfriar encima de laminas de papel por 2 horas

a temperatura ambiente (25°C), con el objetivo de que éste absorba la grasa del pan.

j) Pulverizacion superficial
Una vez enfriado, todos los panes fueron cubiertos por un tratamiento superficial aplicando
una solucion que contuvo 300mL alcohol etilico, 6mL de esencia de leche y 0.6mL de aceite

esencial de orégano.

k) Rebanado
En este proceso se tuvo cuidados higiénicos, puesto que los panes son propensos a los mohos

del medio ambiente. Se procedio a contar los panes en 11 rebanadas.

I) Envasado

El pan rebanado, se envasd en bolsas de polietileno de alta densidad. Se simularon las
condiciones de almacenamiento comunmente realizados por empresas panaderas, para ello se
llevo al laboratorio de Procesos, para mantenerlo en un ambiente fresco, seco, y con poca luz,

la temperatura varié entre 22 y 25°C (Figura 10).

.....

1.5%
microencapsulado microencansulado microencansulado

Figura 10 - Panes molde con 1%, 1.5% vy 2 % de MAEO
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3.3.4 Evaluacion del efecto antimicrobiano de AEO microencapsulado y pulverizado
Para evaluar el efecto antimicrobiano de pan molde con microencapsulado, se trabajaron con los

factores de actividad de agua, humedad, acidez, pH y, mohos y levaduras.

3.3.4.1 Disefo experimental
El disefio experimental escogido fue el Disefio de Bloques Completamente Aleatorio (DBCA)

(Tabla 7). Las variables estudiadas fueron:

- Variables independientes: Dias de almacenamiento (1 al 21 dias), tratamientos (1%, 1.5%
y 2% de MAEO)

- Variables dependientes: actividad de agua, humedad, acidez, pH y, mohos y levaduras.

Tabla 7 — Disefio de Bloques Completamente Aleatorio

Variable dependiente

Dias de

almacenamiento

Tratamiento 1 Tratamiento 1.5 Tratamiento 2

© N o1 W -

13
15
17
19
21
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Se realizo el anélisis de COVARIANZA, una combinacion de analisis de varianza y de regresion
lineal. EI ANOVA fue medido en los ultimos dias de almacenamiento (15 a 21 dias). Los analisis

estadisticos se realizaron con el programa Statistics 7.0 y Microsoft Excel 2013.

3.3.4.2 Procedimiento para el andlisis de vida util
Se elaboraron 48 panes molde, de tales se cogio 3 muestras por dia. Los analisis de laboratorio se
realizaron interdiariamente por 21 dias. Los analisis realizados fueron:

a) Actividad de agua (aw)

La actividad de agua de la miga fue medida usando el AquaLab Series Decagon Devices,

modelo 3TECanada a 25 °C. El andlisis se realiz6 por triplicado.

b) Humedad

Se peso6 1.3g de migay se procedié a colocar la muestra en el plato para el analisis de humedad,

proporcionado por el Centro de Aplicacion de Productos Unidn, se realizo por triplicado.

c) Acidez titulable (ATT)

Se determino segun la AACC por el método 02-31.

d) pH

Se determino segun la AACC por el método 02-52.

e) Determinacién de mohos y levaduras

Para comprobar el efecto que tuvo la adicion de microencapsulado de aceite esencial de

orégano sobre el crecimiento de mohos y levaduras se evaluaron los panes molde con la

metodologia AOAC 2014.05.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1 Caracterizacion de las hojas de orégano

4.1.1 Determinacion de humedad

La humedad en base seca de las hojas de orégano es de 13.44%. En comparacién con otras hojas
(Tabla 8), la humedad obtenida de las hojas de orégano es mayor, este resultado se debe, a que el
producto es expuesto al ambiente por 24 horas antes de procesarlo, con el objetivo de evitar la
proliferacion de mohos. Segin Vésquez, Alva y Marreros (2001) la humedad correcta es
importante, pues ésta demuestra si se perdieron sustancias quimicas del aceite esencial en el

proceso de secado.

Tabla 8 - Tipos de secado y humedad final de diferentes materias primas

Tipo de producto Tipo de secado Humedad Final (%) Referencia
Hojas de orégano Secado natural 10-12 Limache (2012)
Hojas Lippia Secado en sombra Arango, Hurtado,

origanoides H.B.K  a 18°C durante 8 12 Pantoja, &
(orégano de monte) dias Santacruz (2014)
Hojas hierbabuena ~ Secado eléctrico 10 De Ledn (2005)

4.1.2 Actividad de agua (aw)
La actividad de agua es de 0.617. ElI Codex Alimentarius (2014) mediante las especificaciones
minimas de calidad para hierbas y especias, menciona que la actividad de agua es un parametro

clave para el crecimiento microbioldgico. Cuando un microorganismo se encuentra en un substrato
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con una actividad de agua menor de la que necesita, su crecimiento se detiene, por tanto se
recomienda un valor maximo de 0.65. Tonguino (2011) realiza la deshidratacion de orégano y
menta, la actividad de agua es de 0.45 y 0.43 respectivamente. Garcia, Rugel, Rodriguez y Vargas
(2010) obtienen la actividad de agua del cilantro y el perejil deshidratados sus valores son de 0.27
a0.41. La actividad de agua obtenida en comparacion con otras hojas es mayor, a pesar de ello, no

excede el parametro establecido por el Codex Alimentarius.

4.2 Caracterizacion de aceite esencial de orégano
4.2.1 Rendimiento del aceite esencial de orégano
El rendimiento obtenido es de 0.5%, quiere decir que se obtuvo 37mL de aceite esencial a partir

de 7.4Kg. Comparando el resultado obtenido con otros autores (Tabla 9) el rendimiento obtenido

es menor.
Tabla 9 - Rendimientos de extraccion de aceite esencial de orégano
Orégano Método Rendimiento (%) Referencia
_ Albado, Saez &
Seco y molido  Arrastre vapor 1.30 )
Grabiel (2001)
) Arrastre vapor Arango et al.
Silvestre seco _ 2.76
planta piloto (2012)
) o Gong, Liu, Zhou
Seco Hidrodestilacion o
0.1a0.7 & Xiaoying
clevenger
(2014)
) o Andreatta et al.
Seco Hidrodestilacion 0.647
(2009)
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El motivo de esta variacion es debido a diferentes factores tales como el origen, la edad y la especie
de planta, las condiciones climaticas y de crecimiento (temperatura, fertilizantes, tierra de cultivo);
métodos de cultivo y condiciones geobotanicas: clima, altitud, tipo de suelo, luminosidad,
pluviosidad; época de recoleccion (Stashenko et al., 2010; Blanco y Agudelo, 2007). También el
método de extraccion y los parametros operacionales del proceso tales como tiempo, temperatura

y cantidad de agua empleada (Tafur, Martinez & Stashenko, 2005).

4.2.2 Indice de refraccion

El indice de refraccion es una propiedad utilizada para controlar la pureza y calidad de los aceites.
El resultado obtenido en este trabajo es de 1.478. Torrenegra, Matiz, Gil y Ledn (2015) y Albado,
Saenz y Grabiel (2001) obtienen 1.476 y 1.477 respectivamente para aceite esencial de orégano.
Rodriguez (2014) evalua el aceite esencial de cultantro y obtiene un resultado de 1.475. Por otro
lado Granados, Santafé y Acevedo (2015) encuentran un valor de 1.464 para aceite esencial de
eucalipto. Comparando los resultados de los autores con el obtenido en este trabajo, son similares.
Para afiadir Simon y Singh (2001) mencionan que los aceites esenciales tienen un alto indice de
refraccidn, estos valores denotan un gran contenido de compuestos oxigenados.

4.2.3 Densidad

La densidad del aceite esencial de orégano obtenida es de 0.9127g/mL. En la Tabla 10 se observa
las densidades de aceites esenciales de orégano, en comparacion con este trabajo es similar, pero

con otros aceites esenciales las densidades son diferentes.
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Tabla 10 — Densidad de distintos aceites esenciales

Aceite esencial Caracteristicas  Densidad (g/mL) Referencia

Hidrodestilacion, ]
) Guerra, Galan,
. hojas desecadas . .
Oregano ) 0.9037 Méndez & Murillo
y trituradas

(2008)
arrastre vapor,
) hojas secas y Albado, Saez &
Orégano ] 0.9232 ]
molidas Grabiel (2001)

arrastre vapor, ]
Torrenegra, Matiz,

Orégano hojas frescas y 0.9259 ) ;
Gil & Leon (2015)
trozadas
Paparella,
Mazzarrino, Chaves,
orégano comercial arrastre de vapor 0.938 Rossi, Sacchetti,

Guerrieri & Serio

(2016)
) Arrastre vapor
Manzanilla ) 0.66 )
con material Gonzalez (2004)
Cedro 0.64
seco
Romero Arrastre vapor 0.82
] ) Coy & Acosta
Tomillo Con material 0.80
] (2013)
Carcuma fresco 1.25

4.2.4 Residuo de evaporacion
El residuo de evaporacion es de 0.24g. Gonzalez, Corral y Gonzélez (2012) evaltan el residuo de

evaporacion de aceite esencial de orégano sus resultados varian entre 0.2981 y 0.7798g. Flores

72



(2009) también evalta el residuo de evaporacion de aceite esencial de orégano y sus resultados
varian entre 0.15 y 0.45g. Por otro lado Camacho (2011) encuentra que el residuo de evaporacion

de aceite esencial de mufia esté entre 0.8442 y 0.8526g.

Ortufio (2006), Husnu y Buchbauer (2016) mencionan que el residuo de evaporacion es un método
importante utilizado para la determinacion de pureza de los aceites esenciales. Como normal
general un aceite esencial se evapora facilmente, no tiene particulas en suspension y no deja
residuo sélido al evaporarse a 100°C. Un valor alto indica la presencia de materiales que no son
volatiles. El valor resultante en este trabajo es bajo, por tanto se considera que el aceite esencial

de orégano es de buena calidad.

4.3 Caracterizacion del microencapsulado del aceite esencial de orégano

4.3.1 Rendimiento del microencapsulado

De 100 g de materiales de pared y aceite esencial de orégano, se obtuvo 72.22 g por tanto, el
rendimiento de microencapsulado es de 72.22%. Cuaspud (2015) microencapsula aceite de palta
con goma arabiga y maltodextrina en relaciones de 1:0 y 1:1 a 180°C, el rendimiento es de 36%.
Alvarenga et al. (2012) microencapsulan aceite esencial de orégano, ellos utilizan maltodextrina,
goma arabiga y almidén modificado, la temperatura es de 185°C y el rendimiento obtenido es 59.7
%. Tonon, Brabet y Hubinger (2008) microencapsulan acai con maltodextrina, la temperatura es
de 112°C obteniendo un rendimiento de 55.66%. Adamiec (2009) microencapsula aceite esencial
de hierbabuena a distintas concentraciones de maltodextrina, la temperatura esta entre 159-160°C

y los rendimientos son de 57.2%, 67.5% y 70.6%.

En comparacion con los autores, el resultado obtenido en este trabajo es mayor. Roccia, Martinez,
Llabot y Ribotta (2004) refieren que la temperatura de secado, la velocidad de alimentacion y la

capacidad de aspiracion del ciclon son los factores que influencian para obtener mejores
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resultados, dado que a altas temperaturas el aire de secado incrementa la velocidad de evaporacion

del agua, lo que da como resultado mayor cantidad de microencapsulado.

Otro factor influyente es la eleccidn y la cantidad de materiales de pared usados en la emulsion,
mientras mayor es el contenido de solidos en la mezcla, la viscosidad aumenta, ocasionando que
estos sOlidos se adhieran a la pared del atomizador, reduciendo asi el rendimiento de
microencapsulado (Rosenberg, Kopelman & Talmon, 1990; Goubet, Le Quere & Voilley, 1998;

Tonon et al., 2008).

4.3.2 Determinacién de la actividad de agua (aw)
Un factor importante en la estabilidad de microcapsulas es la actividad de agua, el resultado

obtenido es de 0.161. En la Tabla 11 se muestra los resultados de otros autores.

Tabla 11 - Actividad de agua de distintos microencapsulados

Microencapsulado Materiales aw Referencia

Aceite esencial de Goma arébiga, 0.061-0.159  Alvarenga et al. (2012)
orégano maltodextrina y almidon

modificado

Aceite esencial de goma arabiga 0.113-0.843 De barros et al. (2013)
romero

Aceite esencial de goma arabiga y 0.09-0.276 Alves et al. (2014)
sucupira maltodextrina

Soottitantawat et al. (2004) indican que, con el aumento de actividad del agua aumenta la velocidad

de liberacion del ndcleo. Esta idea se refuerza con la de Hardas et al. (2002), cuando el
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microencapsulado se almacena en actividades acuosas bajas entre 0.14 y 0.44, la liberacion del
nucleo se realiza de forma lenta, este suceso ocurre debido a la menor movilidad de las moléculas.
Ademas Gharsallaui et al. (2007), Pillai, Prabhasankar, Jena y Anandharamakrishnan (2012) y
Turchiuli et al. (2005) indican que la actividad de agua con valor maximo de 0.2 para
microcapsulas, asegura la estabilidad microbioldgica, reduce el riesgo de degradaciones quimicas
y biologicas, ademas evita la coalescencia de particulas. Por tal motivo la actividad de agua

obtenida en este trabajo, es propicia para la conservacion del microencapsulado.

4.3.3 Determinacion de la humedad
La determinacion de la humedad se realiza en base seca, el resultado es de 6.10%. En la Tabla 12

se muestra los resultados de humedad de distintos autores.

Tabla 12 — Humedad de microencapsulados de distintos aceites esenciales

] Temperatura ]
Microencapsulado o Humedad (%) Referencia
atomizacion
Aceite esencial de
lippia sidoides 160°C 4.23-4.82 Fernandes et al. (2008)
Aceite esencial de
170 °C 1.40-3.56 De Barros et al. (2014)
romero
) ) Quispe-Condori et al.
Aceite de lino 135 °C 3.49-5.33
(2011)
Aceite esencial de
135°C 4.34-5.38 Rodea et al. (2012)

chia
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En comparacion con este estudio, se obtiene un contenido de humedad superior. El caudal de
alimentacion en este trabajo es de 1 L.ht, mientras que para De Barros et al. (2013) varia entre
0.50y 1 L.h%, de tal forma que su 6ptimo caudal es de 0.7 L.h%, segtin el autor las altas velocidades
de alimentacion incrementan la humedad de la microcapsula.

La concentracion de goma ardbiga en este trabajo es de 36.25%, Tonon, Grosso y Hubinger (2011)
argumentan que otro motivo por el cual la humedad del microencapsulado es alta, es por la
concentracion de goma arabiga puesto que las moléculas son grandes e impinden la difusion de las

moléculas de agua.

4.3.4 Determinacion de la densidad aparente

Uno de los parametros de calidad para evaluar el microencapsulado es la densidad aparente, debido
a que afecta en la fluidez y estabilidad de almacenamiento (Fitzpatrick, 2005). La densidad
aparente es de 0.370g/mL. Alvarenga et al. (2012) determinan la densidad aparente de
microcapsulas de aceite esencial de orégano, sus valores varian entre 0.338 y 0.451g/mL. De
Barros et al. (2013) evaltan las microcapsulas de aceite esencial de romero, de la mezcla de goma
arabiga y maltodextrina obtienen una densidad de 0.31g/mL. Laohasongkrama, Mahamaktudsanee
y Chaiwanichsiri (2011) microencapsulan aceite de macadamia con caseinato de sodio y
maltodextrina, y la densidad aparente varia entre 0.33 y 0.43g/mL.

Segun Beristain, Garcia y Vernon (2001) la temperatura es uno de los parametros mas influyentes
en la densidad aparente. Pero también influyen el tamafio de particula, la humedad, las condiciones
de procesamiento y la manipulacion. Gomez y Jiménez (2014) comentan que cuando la
temperatura del aire en la entrada es baja (menor a 140°C), la velocidad de evaporacién disminuye
y produce encapsulados con membranas de alta densidad, alta contenido de agua, poca fluidez y

facilidad de aglomeracion. Y a temperaturas altas (160-220°C) se forma una membrana
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semipermeable en la superficie de la gota que le brinda una retencion optima. La temperatura de
entrada para la microencapsulacion es de 185°C (temperatura alta), la densidad aparente obtenida
es cercana en comparacion con la de los autores.

4.3.5 Eficiencia microencapsulaciéon (MME)

La eficiencia de microencapsulacion de aceite esencial de orégano es de 96.39%. Lopez et al.
(2014) microencapsulan aceite esencial de molle a 160°C, utilizan goma arébiga y maltodextrina,
obteniendo resultados entre 96 y 100%. Silva, Vieira y Hubinger (2014) microencapsulan aceite
de café verde a 170°C con almidon modificado, goma ardbiga y maltodextrina, obtienen resultados
entre 82 y 99% de eficiencia. Bringas-Lantigua et al. (2011) microencapsulan aceite de mandarina
a 200°C, con goma aradbiga y maltodextrina, las eficiencias de microencapsulado son entre 98.4 y

99.6%.

El resultado obtenido en este trabajo similar en comparacion con los resultados de otros autores.
Favaro, Pinho y Rocha (2008) argumentan que la seleccion de un material de pared es importante
para obtener una éptima microencapsulacion. Considerando la informacion se utiliz6 goma
ardbiga, maltodextrina y almidén modificado puesto que son los materiales mas utilizados.
Kanakdande, Bhosale y Singhal (2007) refieren que la goma arabiga como material de soporte
proporciona una mayor proteccion en comparacién con la maltodextrina y el almidén modificado.
Ellos realizan pruebas de mezclas de la goma arabiga, la maltodextrina y el almidén modificado,
logrando una mejor proteccion de la oleorresina de comino.

Segun Barbosa et al. (2005), cuanto méas estable es la emulsion, mayor es la eficiencia de
microencapsulacion, es decir, menor es la cantidad de aceite esencial no encapsulado en la

superficie de las particulas. Carneiro, Tonon, Grosso y Hubinger (2013), Jyothi et al. (2012)

77



mencionan que otro motivo para obtener una buena eficiencia son las diferencias entre las matrices
poliméricas formadas por los materiales de pared.

4.6.5 Morfologia de microcapsulas

Las muestras analizadas presentan formas irregulares, algunas microcapsulas con superficies lisas
y otras con deformaciones similares a crateres (Figura 13). Alvarenga et al. (2012) evaltan la
morfologia de microcépsulas de aceite esencial de orégano, éstas resultan esféricas y otras con
deformaciones superficiales. Las microcapsulas méas pequefias muestran deformaciones
superficiales profundas, lo que indica que existe solidificacion de las paredes antes del comienzo

de la expansion de las microparticulas. La temperatura de atomizacion es de 185 °C (Figura 11).

Figura 11 - Microfotografias de microcapsulas de aceite esencial de orégano producido por
secado por atomizacién

Ribeiro et al. (2014) evaltan la morfologia de microcapsulas de aceite esencial de romero. La
mayoria de las particulas exhiben una forma esférica con la aparicion de encogimiento (Figura 12).
Los autores indican que se pueden producir diversas morfologias de particulas cambiando las

condiciones del proceso.
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Ferrandiz (2015) microencapsula aceite esencial de orégano, el tratamiento 6ptimo tiene una
relacion maésica de 1:2 (goma arabiga: aceite), temperatura de entrada (160°C) y el flujo de
aspiracion (75%), el autor hace énfasis en que los dos ultimos son los parametros influyentes para

formar microcapsulas esféricas.

Figura 12 - Microfotografias electrénicas de barrido de microcapsulas de aceite esencial de
romero (Ribeiro et al., 2014)

Priyanka Biswas et al. (2016) argumentan que el aumento de la temperatura conduce a la

formacion de capsulas huecas méas grandes y una cubierta externa mas delgada.

Las deformaciones en la superficie de la microcapsula son comunes en el proceso de secado por
atomizacidn, esto se atribuye al porcentaje alto de sélidos contenidos en la emulsion o a un secado
desigual (Karaca, Nickerson y Low, 2013). En especifico Masters (1990), Vaidya, Bhosale y
Singhal (2006) y, Kanakdande, Bhosale y Singhal (2007) refieren que la goma arabiga es un
encapsulante que forma microcapsulas con muchas deformaciones en la superficie, mientras que

la maltodextrina tiene la particularidad de producir microcépsulas rotas y no completas.
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Figura 13 — Microfotografias de microcapsulas de aceite esencial de orégano producido mediante secado por atomizacién
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4.4 Evaluacion del efecto antimicrobiano de AEO microencapsulado y pulverizado

Para esta evaluacion no se considero la prueba control (sin aceite esencial y sin microencapsulado),
puesto que se realizaron 9 pruebas preliminares de distintos tratamientos incluyendo la prueba
control, el resultado obtenido fue que a los 11 dias se manifiesta la proliferacion de mohos y
levaduras en la superficie del pan. A partir de ello el enfoque fue la cantidad de microencapsulado
afiadido al pan, y el tiempo en el que mantenga sus caracteristicas microbioldgicas dentro de los
parametros establecidos por la Norma Sanitaria para la Fabricacion, Elaboracion y Expendio de

Productos de Panificacidn, Galleteria y Pasteleria.

Ademas, se hizo la simulacion del trato del mercado, los panes fueron trasladados a distintos
ambientes de la universidad y fuera de ella, también fueron colocados sobre distintas superficies

como mesas, sillas y al nivel del piso.

4.4.1 Actividad de agua (aw)
El andlisis estadistico (Tabla 19) muestra que la actividad de agua no depende de los dias de
almacenamiento (15 al 21) y de los tratamientos (1%, 1.5% y 2%). Esto se debe a que no existe

variacion significativa entre los panes con 1, 1.5% y 2% de microencapsulado.

Por otro lado, en la Figura 14 se muestra la disminucion de la actividad de agua a partir del dia 1
en adelante, el tratamiento de 1% de 0.942 a 0.925, el tratamiento 1.5% de 0.946 a 0.915 y el
tratamiento 2% de 0.941 a 0.918. Badui (2006) afirma que la actividad de agua inicial del pan es
de 0.94. Mientras que Magan, Aldred y Arroyo (2012) indican que la actividad de agua del pan
varia entre 0.94 y 0.97. San Lucas (2012) afirma que un valor de 0.98, es una condicidn propicia
para la aparicion de mohos y levaduras. Deschuyffeleer et al. (2011) identifican las levaduras que

causan la putrefaccion de pan precocido envasado en atmosfera modificada, éstos crecen en un
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rango de 0.96 y 0.98. Comparando los resultados obtenidos de los autores con los de este trabajo

los resultados son menores.

Por otro lado, MICROAL (2013) menciona que la disminucion de la actividad de agua con el paso
de los dias, aminora las probabilidades de contaminacion microbiana. Pero a medida que la

actividad de agua disminuye, la textura del alimento se endurece y el producto se seca mas réapido.
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Figura 14 — Regresion lineal de los dias de almacenamiento en relacion con la actividad de
agua

4.4.2 Humedad

El analisis estadistico (Tabla 20) muestra que la humedad si depende de los dias de
almacenamiento (15 al 21) y de los tratamientos (1%, 1.5% y 2%). La humedad presenta cambios
con una tendencia a la disminucién (Figura 15). El tratamiento 1% disminuye de 35.71 a 27.51%,
el tratamiento 1.5 % de 34.51 a2 27.60% y el tratamiento 2% de 34.24 a 25.97%. La Norma Sanitaria
para la Fabricacion, Elaboracion y Expendio de Productos de Panificacion, Galleteria y Pasteleria

(2010) indica que para pan molde la humedad no debe pasar del 40%. Quintong y Tenesaca (2013)
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analizan panes molde blanco por 11 dias, la humedad disminuye de 39.85% a 37.78%. Rocha y
Véasquez (2011) elaboran pan de harina de trigo y, pan de haba y trigo, ellos obtienen humedad de
37.09 y 34.10% respectivamente. Ribeiro et al. (2014) evaltan la humedad de masas frescas por
12 dias, para el tratamiento con aceite esencial de romero la humedad es de 34.48 a 28.61% y para
el tratamiento con microencapsulado de aceite esencial de romero es de 32.03 a 28.67%. La
humedad del pan molde en este trabajo es similar al del autor, puesto que ambos trabajan con aceite
esencial puro y microencapsulado, mientras que en comparacion con panes molde sin
mciroencapsulado la humedad es mayor. Ademas, Clayton, Bush y Keener (2012) explican que
los alimentos con menor humedad tienen una vida Util mas larga, puesto que no permiten que los

microrganismos puedan crecer.
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Figura 15 - Regresion lineal de los dias de almacenamiento en relacién con la humedad
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4.4.3 Acidez Titulable

El anélisis estadistico (Tabla 21) muestra que la acidez si depende de los dias de almacenamiento
(15 al 21) mas no depende de los tratamientos (1%, 1.5% y 2%). Los diferentes tratamientos con
microencapsulado no tienen algun componente que ocasione cambios en el pan molde. Mientras
que, con el paso de los dias la acidez varia como se muestra en la Figura 16 donde el tratamiento

de 2% manifiesta un aumento y los tratamientos de 1% y 1.5% una disminucién.

Los valores obtenidos para tratamiento 1% son de 0.023 a 0.014, para tratamiento 1.5% de 0.020
a 0.015 y para tratamiento 2% de 0.020 a 0.014. Segun la Norma Sanitaria para la Fabricacion,
Elaboracion y Expendio de Productos de Panificacion, Galleteria y Pasteleria (2010) el limite
maximo permisible para pan es de 0.5% expresado en &cido sulfurico. Layango et al. (2015)
elaboran panes molde con goma de tara y obtiene una acidez de 0.085% de acido sulfurico.
Hernandez (2011b) elabora pan molde con propionato de calcio, los valores de acidez varian entre
0.058 y 0.075%. Arone (2015) realiza panes molde con combinaciones entre harina de quinua,

chia y trigo, los porcentajes de acidez varian entre 0.0166 y 0.0053%.

Segun Fierro y Jara (2010) los mohos se desarrollan perfectamente en un medio de acidez elevada
(mayor de 0.5%), Clemente et al. (2013) indican que esta acidez es debida a la presencia de acido
lactico, acético, fosforico y sulfirico, presentes en el pan molde debido fundamentalmente a la
aparicion de microorganismos indeseables. Comparando los resultados de este trabajo con el de
los autores, se obtuvieron valores bajos de acidez, siendo beneficioso debido a que perjudica la

actividad de mohos y levaduras.
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Figura 16 - Regresion lineal de los dias de almacenamiento en relacion con la acidez

4.4.4 pH

El andlisis estadistico (Tabla 22) muestra que el pH si depende de los dias de almacenamiento (15
al 21) y de los tratamientos (1%, 1.5% y 2%). En la Figura 17 se observa que hay una tendencia al
aumento del pH con el paso de los dias, éste es mayor en el tratamiento de 1.5 y 2% de
microencapsulado, mientras que el tratamiento 1% es menor. Esto se debe a que el tratamiento 1%
contiene microcapsulas con mayor eficiencia de microencapsulacion, mientras que los otros dos
tratamientos no tienen las mismas posiblidades, puesto que sus microcapsulas no retienen el mayor

procentaje de AEO.

La variacion para el tratamiento 1% es de 5.74 y 5.99, para el tratamiento 1.5% de 5.73 y 6.13 y
para tratamiento 2% de 5.72 y 6.08. Fierro y Jara (2010) evaltan la vida atil de pan molde por 10

dias, ellos obtienen un pH entre 5.29 y 5.47. Hernandez (2011b) elabora panes de molde blanco
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con propionato de calcio y halla un pH entre 5.46 y 5.59. Por otro lado, Balarezo (2011) encuentra
que panes sin antimicrobianos manifiestan un pH entre 5.20 y 5.88. Los valores obtenidos en este
trabajo en comparacion con los autores, son mayores, esto es perjudicial puesto que el crecimiento
de algunos mohos se da a valores superiores de 6 (Abdel-Hadi y Magan, 2009). A pesar de ello, el
tratamiento con 1% de microencapsulado es el méas propicio para la conservacion de pan molde

con el paso de los dias.
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Figura 17 - Regresion lineal de los dias de almacenamiento en relacion con el pH

4.45 Mohosy levaduras

El andlisis estadistico (Tabla 23) muestra que la cantidad de mohos y levaduras depende de los
dias de almacenamiento (15 al 21) mas no de los tratamientos (1%, 1.5% y 2%). Esto significa que
en los dltimos dias los panes manifiestan diferencias con la presencia de mohos y levaduras,
mientras que la cantidad de microencapsulado no causa variacion significativa entre los panes. En

la Figura 18 se observa el incremento de ufc/g con el paso de los dias. Para el tratamiento 1% se
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manifiesta de 50 a 1080ufc/g, para el tratamiento 1.5% de 10 a 1620ufc/g y para el tratamiento 2%
de 30 a 1760ufc/g. Segln la Norma Sanitaria para la Fabricacion y Expendio de Productos de
Panificacion, Galleteria y Pasteleria (2010) menciona que el limite minimo es 100ufc/g y el limite

maximo es de 1000ufc/g.

Ribeiro et al. (2014) evallUan la actividad antiflngica del aceite esencial de romero en masas
frescas, sin adicidn de aceite esencial (control), con adicidn de 1.5% aceite esencial puro y 1.5%
de aceite esencial microencapsulado. Los autores encuentran que en el dia 8 de almacenamiento a
25°C, los tratamientos de aceite esencial muestran menor cantidad de hongos en comparacion con
la prueba testigo. Ademas observan un nimero menor de hongos para el tratamiento de aceite
esencial de romero microencapsulado después de 12 dias de almacenamiento, en relacion con el
tratamiento de aceite esencial puro. Segun los autores la liberacion del material del ndcleo, en este
caso el aceite esencial de romero, se produce gradualmente a lo largo del tiempo permitiendo asi,
gue su accién antimicrobiana se prolongue. Pero ésta situacion puede variar dependiendo de las
condiciones a las que se sometan los microcapsulas, puesto que los aceites esenciales presentan

componentes que son muy volatiles.

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales es una funcién de los compuestos presentes
en el aceite esencial, estos son: timol, carvacrol, aldehidos, cetonas, alcoholes y otros. Sus grupos
fendlicos ejercen efecto directo sobre la membrana citoplasmatica de los microorganismos
alterando su estructura (Sikkema, Bont y Poolman, 1995; Dorman y Deans, 2000; Ozcan y Boyraz,
2000). Viuda, Ruiz, Fernandez y Pérez (2006) mencionan que el aceite esencial de orégano tiene
un efecto antifingico contra los hongos Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Aspergillus
ochraceus. Esto se ratifica con un estudio realizado por Portillo et al. (2008) que evaltan el efecto

del aceite esencial de orégano mexicano combinando con la disminucion de la actividad de agua
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para inhibir el crecimiento de mohos Apergillus, Rhizopus y Penicillium, los autores extienden la

vida til de varios productos de panaderia.

Considerando los parametros minimos establecidos por la Norma, los tres tratamientos demuestran
efecto antimicrobiano hasta el dia 19, pero el tratamiento 1% manifiesta menor contenido de
mohos y levaduras. Esto se debi6 a que el primer microencapsulado es utilizado para la elaboracion
de los panes del tratamiento 1%, mientras que para los tratamientos 1.5% y 2% se trabaj6 con un
segundo microencapsulado que posiblemente no es tan eficiente como el primero, ocasionando asi
que la actividad antimicrobiana de éstos sea poco menor que el tratamiento 1%, a pesar de ello

estadisticamente los tres tratamientos no manifiestan un efecto significativo.

En este trabajo de investigacion el pan molde paso por un proceso de horneado a temperatura de
150°C, ocasionando que no haya diferencias entre los tratamientos, Rotman y Blatt (1995) explican
que las microcapsulas son adecuadas para ser usadas en productos que se sometan a un breve
periodo de coccidn con temperaturas moderadas. Casafa et al. (2015) reafirman esta idea, pues los
microencapsulados pueden tolerar procesos en la industria alimentaria, como la homogenizacion,
pasteurizacion e incluso ciertos tipos de horneado, asi como coccion casera. Por ejemplo

microencapsulados afiadidos a yogurt toleran temperatura aproximadamente de 65°C durante 1-4

horas. Pero a altas temperaturas causan inestabilidad de la microcapsula, los materiales de pared
llegan a un punto en el cual la temperatura influye en la capacidad para proteger el material activo
(Parzanese, 2016). Comparando los resultados de este estudio con las pruebas realizadas por
Ribeiro et al., (2014) se observa que las masas no sometidas a horneado tiene mayor efecto

antimicrobiano que las que si son sometidas.
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Respecto a la adicion de aceite esencial de orégano por pulverizacion, se realiza con el fin de
proteger el pan molde de los mohos y levaduras del medio ambiente, especificamente en el proceso
de envasado. La razdn de esa decision se debe a que en las pruebas anteriores la presencia de estos
microrganismos era a partir del quinto dia de almacenamiento. Pero cuando se empieza a afiadir el
aceite esencial sobre la superficie del pan, estos se deterioran fungicamente a partir del dia 9. Es
por ello la necesidad de la combinacion del microencapsulado y la pulverizacion de AE en el

producto.

Por otro lado, el promedio de la vida util de un pan molde es de 15 dias, mientras que en este
estudio fue de 19 dias, superando asi la expectativa del periodo de vida del producto. Finalmente
el tratamiento con 1% de microencapsulado, es el que desarrolla mayor efecto antimicrobiano, es

de menor concentracién lo cual ocasiona menor costo en la elaboracion de pan molde.
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Figura 18 - Regresion lineal de los dias de almacenamiento en relacion con la presencia de
mohos y levaduras
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V. CONCLUSIONES
El rendimiento obtenido del aceite esencial de orégano es de 0.5%, el indice de refraccion es 1.478,
la densidad es 0.9127g/mL y el residuo de evaporacion es 0.24g.
La emulsion de aceite esencial de orégano se elabord a partir de: 1% de aceite esencial de orégano,
9% de materiales de pared (51% almidon modificado, 36.25% de goma arabiga y 12.75% de
maltodextrina) y 90% de agua destilada. La emulsion fue secada por el método de atomizacion
con los siguientes parametros: temperatura entrada 185°C, temperatura de salida 185°C, potencia
de aspiracion 100%, bomba peristaltica de alimentacion 18% y caudal de alimentacion 1 L.h*,
obteniendo un rendimiento de 72.22%.
Algunas caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de orégano microencapsulado fueron:
actividad de agua de 0.161, humedad de 6.10%, la densidad aparente de 0.370g/mL y la eficiencia
de microencapsulado de 96.39%. La morfologia de las microcapsulas observada a 10pum presentd
formas irregulares, una parte con superficies lisas y otras con deformaciones en forma de crateres.
Considerando los parametros establecidos por la Norma, los tres tratamientos tienen una vida til
de 19 dias, pero el tratamiento con 1% de microencapsulado es el que manifiesta mayor efecto

antimicrobiano.
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VI. RECOMENDACIONES
Realizar més pruebas para la extraccion de aceite esencial de orégano, puesto que la presion es el

parametro mas influyente para un mejor rendimiento.

Microencapsular aceites esenciales con diferentes concentraciones de materiales de pared y
distintos pardmetros atomizacion, puesto que estos influyen significativamente en el rendimiento

y la eficiencia del microencapsulado.

Realizar méas pruebas de porcentaje de microencapsulado afiadido a panes molde y el uso de otros
aceites esenciales. Considerando que el microencapsulado y spray de aceite esencial tengan mas

afinidad con el alimento al cual se desea afiadir para que no altere el aspecto sensorial del producto.
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ANEXOS
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Anexo 1 - Procedimiento de atomizacion

El mini Spray BUCHI-290 funcion6 segun el principio de flujo paralelo, es decir, el producto

pulverizado y el aire seco se desplazan en el mismo sentido. El procedimiento del secador es el

siguiente (Lozano, 2009):

- Se enciende el compresor que suministra el caudal de aire de atomizacion.

- Seenciende el interruptor de general del equipo.

- Se introduce la goma de silicona de la bomba peristaltica hasta el fondo de un vaso de
precipitado con agua destilada.

- Se pone en marcha la potencia de aspiracion a 100%.

- Se selecciona la temperatura de aire de entrada y se pone en marcha la calefaccion.

- Se espera que se alcance la temperatura seleccionada.

- Se ajusta el caudal de la bomba peristaltica de alimentacion a 18%, y se pone en marcha.
Cuando el agua llega a la tobera se inicié la atomizacion:

- Se observa la temperatura de salida y se espera que alcance un valor estable que es de 185°C.

- Se alcanza el estado estacionario, se cambia la goma de silicona de la bomba peristaltica del
vaso con agua al vaso de precipitado que contiene la emulsion preparada. Se comprueba la
temperatura ambiente (25°C).

- El proceso de atomizacion y secado se inicia, y el polvo comienza a aparecer en el recipiente
de recogida.

- Una vez que ha pasado toda la muestra a atomizar se cambia la goma de silicona de la bomba
peristaltica al vaso de precipitado con agua destilada. Se espera unos minutos hasta que el agua
limpie internamente la goma de silicona y la boquilla de atomizacion, luego se detiene la

bomba de alimentacion y se apaga el compresor.
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Se apaga la aspiracién y se procede a abrir el recipiente de recogida de polvo. Con la ayuda de
una cucharilla se recoge todo el polvo.

El producto en polvo obtenido se recoge en bolsas herméticas con cierre.

Finalizado el experimento se desmonta el cilindro de atomizacidn, el ciclon y el recipiente de

recogida de polvo seco, se lava y seca cuidadosamente.
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Anexo 2 — Andlisis de Acidez titulable (ATT)

Se aflade 10 g de pan molde en 100mL de agua destilada y se mezcla bien. Posteriormente
se deja reposar aproximadamente 1 hora.

Luego se pipetea 17.6mL de muestra y se deposita en un vaso de precipitado. Se enjuaga
la misma pipeta con 17.6mL de agua destilada y se vuelve a afiadir en el vaso.

A continuacion, se afiade 0.5mL de fenolftaleina y se valora con NaOH 0.1 N hasta que la
solucién tome un color ligeramente rosado que persista durante 30 segundos.

Los analisis se realizan por triplicado.

Para hallar el porcentaje de acidez se aplica la ecuacion 7:

. Gasto base (mL)x Normalidad base x Factor de acido sulfarico
%Acidez = !

X100 (7)

Peso de la muestra
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Anexo 3 — Analisis de pH

Se coloca 15¢ de trozos pequefios de pan sin corteza (solo la miga) en un matraz
Erlenmeyer y se afiade 100mL agua destilada.

Se agita manualmente el matraz hasta que el pan se suspenda y no haya grumos.
Se mantiene la suspension en reposo durante 30 minutos.

Se decanta el sobrenadante liquido en un vaso de precipitado.

Se coloca el electrodo dentro del vaso y se determina el pH hasta que la lectura se
estabilice.

Los analisis se realizan por triplicado.
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Anexo 4 - Determinacion de mohos y levaduras

- Se pesa 10g de muestra en una placa petri estéril y se homogeniza la muestra con 90mL de

agua destilada y esterilizada.

- Se coloca las placas petrifilm en una superficie plana, se levanta la parte superior de ésta y

se procede a inocular ImL de cada muestra en el centro, para ello se utiliza una pipeta estéril.

- Posteriormente se procede a colocar el esparcidor encima de la placa petrifilm y presionar
suavemente sobre el centro para distribuir uniformemente la muestra. Se retira el esparcidor

y se deja la placa en reposo durante 1 minuto para la formacién del gel.

- Luego, se colocan las placas petrifilm en una incubadora a temperatura a 28°C.

- Posterior a ello, se cuentan las colonias de cada placa después de 3, 4 0 5 dias de incubacion,

se considera hasta que los mohos dejen de crecer y sea estable.

- Se informa las unidades formadoras de colonias por gramo (ufc/g) de mohos y levaduras, el

analisis se realiza por duplicado.
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Anexo 5 - Resultados de evaluacion de vida util de pan molde

Tabla 13 — Resultados de actividad de agua

Dias de almacenamiento T1 T15 T2
1 0.942 0.946 0.941
3 0.939 0.933 0.936
5 0.935 0.936 0.935
7 0.921 0.933 0.923
9 0.924 0.922 0.921
11 0.937 0.931 0.929
13 0.928 0.931 0.929
15 0.919 0.922 0.916
17 0.924 0.926 0.919
19 0.922 0.915 0.924
21 0.925 0.915 0.918

Tabla 14 — Resultados de humedad

Dias de almacenamiento T1 T15 T2
1 35.71 34.51 3424 %
3 30.93 30.02 3148 %
5 32.10 32.03 2742 %
7 30.27 30.69 29.24 %
9 29.53 2891 2820 %
11 30.67 29.55 2954 %
13 28.81 29.78 2885 %
15 27.51 27.60 2587 %
17 28.45 29.61 27.30 %
19 28.95 26.39 2834 %
21 29.15 26.59 27.06 %
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Tabla 15 — Resultados de acidez

Dias de almacenamiento  T1 T15 T2
1 0.023 0.020 0.020 %
3 0.020 0.018 0.016 %
5 0.016 0.016 0.020 %
7 0.015 0.015 0.015 %
9 0.010 0.016 0014 %
11 0.014 0.015 0.016 %
13 0.015 0.015 0.016 %
15 0.016 0.015 0.020 %
17 0.020 0.017 0015 %
19 0.014 0.016 0.015 %
21 0.020 0.019 0.024 %
Tabla 16 — Resultados de pH
Dias de almacenamiento  T1 T15 T2
1 5.94 6.04 5.98
3 5.79 5.96 5.87
5 5.74 5.73 5.72
7 5.86 5.95 5.86
9 5.96 6.07 5.98
11 5.99 6.10 6.08
13 5.99 6.13 6.06
15 5.99 6.11 5.92
17 5.96 6.10 6.02
19 5.96 6.07 6.04
21 5.91 5.88 5.94
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Tabla 17 — Resultados de mohos y levaduras

Dias de T1 T15 T2
almacenamiento
1 50 10 30 ufc/g
3 135 275 125 ufc/g
5 80 190 90 ufc/g
7 45 30 45 ufc/g
9 70 90 465 ufc/g
11 70 120 385 ufc/g
13 45 135 80 ufc/g
15 165 140 520 ufc/g
17 70 50 40 ufc/g
19 760 975 235 ufc/g
21 1070 1620 1760 ufc/g
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Anexo 6 - Analisis estadistico de actividad de agua

Normal Prob. Plot; Raw Residuals
Dependent variable: Actividad de agua
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Figura 19 — Normalidad de residuos de los datos de actividad de agua

Tabla 18 — Analisis de varianza de la variable actividad de agua de 15 a 21 dias

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept 30.50169 1 30.50169 1958724 0.000000
Dias de almacenamiento  0.00009 3 0.00003 2 0.148591
Tratamientos 0.00008 2 0.00004 3 0.092396
Error 0.00047 30 0.00002
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Anexo 7 - Analisis estadistico de humedad

Normal Prob. Plot; Raw Residuals
Dependent variable: Humedad
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Figura 20 - Normalidad de los residuos de los datos de humedad

Tabla 19 — Anélisis de varianza de la variable humedad de 15 a 21 dias

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept 27693.40 1 27693.40 25614.28 0.000000
Dias de almacenamiento 9.98 3 3.33 3.08 0.042435
Tratamientos 11.89 2 5.95 5.50 0.009229
Error 32.44 30 1.08
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Anexo 8 - Analisis estadistico de Acidez

Normal Prob. Plot; Raw Residuals

Dependent variable: Acidez
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Figura 21 - Normalidad de los residuos de los datos de acidez
Tabla 20 — Analisis de varianza de la variable acidez de 15 a 21 dias
SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept 0.011060 1 0.011060 2525.334 0.000000
Dias de almacenamiento  0.000175 3 0.000058 13.334 0.000010
Tratamientos 0.000020 2 0.000010 2.328  0.114883
Error 0.000131 30 0.000004
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Anexo 9 - Analisis estadistico de pH

Normal Prob. Plot; Raw Residuals
Dependent variable: pH
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Figura 22 - Normalidad de los residuos de los datos de pH
Tabla 21 - Analisis de varianza de la variable pH de 15 a 21 dias
SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept 1292.403 1 1292.403 541047.6 0.000000
Dias de almacenamiento 0.084 3 0.028 11.8 0.000029
Tratamientos 0.044 2 0.022 9.1 0.000796

Error 0.072 30 0.002
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Anexo 10 - Andlisis estadistico de mohos y levaduras

Normal Prob. Plot; Raw Residuals
Dependent variable: mohos y levaduras
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Figura 23 - Normalidad de los residuos de los datos de mohos y levaduras

Tabla 22 - Anélisis de varianza de la variable mohos y levaduras de 15 a 21 dias

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept 53476.56 1 53476.56 59.69161 0.000009
Dias de almacenamiento  41609.19 3 13869.73 15.48167 0.000291
Tratamientos 588.06 1 588.06  0.65641 0.435009
Error 9854.69 11 895.88
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Anexo 11 - Comparacién de panes molde de dia 1 y dia 21 en los dias de almacenamiento

Dia 1

Dia 21

125




Anexo 12 - Comparacion de los panes con microencapsulado del dia 1y del dia 19

Dial

Dia 19
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Anexo 13 — Mohos y levaduras presentes en las placas petrifilm con el paso de los dias de
almacenamiento
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