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RESUMEN

El pan de masa madre es tendencia en consumo debido a mejores
caracteristicas sensoriales, nutricionales y una mayor vida de anaquel, sin embargo,
esta Ultima puede ser extendida mediante la incorporacion de compuestos
antimicrobianos como la nisina y la aplicacion de recubrimientos comestibles
activos, evitando asi el deterioro microbiano por bacterias y hongos vy
potencializando sus caracteristicas organolépticas. Dentro de las bacterias acido
lacticas (BAL) se encuentra Lactococcus lactis (L. lactis) que produce potentes
antimicrobianos con efecto contra patégenos. Por otro lado, los recubrimientos
comestibles pueden aplicarse para extender la vida de anaquel de los alimentos y
evitar la contaminacion microbiana. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la
vida de anaquel del pan de masa madre formulado a base de harinas de trigo y
amaranto, inoculado con L. lactis NRRL B-50307 y con un recubrimiento comestible
activo. Se utilizé un disefio factorial 22, siendo los factores el inéculo de L. lactis y la
aplicacion de un recubrimiento activo comestible a base de proteina de quinoa (PQ)
y quitosano (QT) conteniendo aceite esencial de canela microencapsulado (AECM),
en ambos casos los niveles fueron presencia o ausencia. El aceite esencial de
canela (AEC) se microencapsuld mediante secado por aspersiéon (AECM) para su
incorporacion en la formulacion del recubrimiento activo. Se disefié masa madre tipo
IV con poblacién microbiana espontanea e inoculdndose 5 log UFC/g de L. lactis y
se ferment6 durante 48 h, midiéndose el pH, acidez titulable total (ATT), azUcares
reductores y nisina producida. El pan fue horneado a 232°C por 40 min. Se evalué
la permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las peliculas, asi como la resistencia
tensil (RT), elongacion (E) y médulo de Young (MY). Se determiné el perfil de
textura, volumen, humedad, color y recuento de poblaciéon microbiana del pan de
masa madre, ademas de su evaluacion sensorial y un estudio de vida de anaquel a
condiciones aceleradas de temperatura por 3 dias lo que fue equivalente a 10.5
dias. De acuerdo con los resultados, en la masa madre, la inoculacion de L. lactis
permitié acortar los tiempos de fermentacion, ademas de producir nisina. EI| AECM
permitio reforzar las propiedades mecanicas en el recubrimiento (RT=5.9+0.4 MPa,
E= 42.5£16.3%, MY=21.7+0.2 MPa y PVA= 15.84£3.9), conferir actividad contra
Aspergillus niger. Mediante evaluacion sensorial por un panel no entrenado de 50
personas, se determiné que el pan elaborado con masa madre fermentada por L.
lactis y con recubrimiento comestible activo, presenté mejor aceptacion sensorial,
disminucién de la firmeza, ausencia de crecimiento microbiano y mayor vida util, 7
dias mas que el control. Un analisis econdmico permitird determinar la posibilidad
de que el pan obtenido pueda comercializarse.

Palabras Clave: Masa madre, nisina, recubrimiento activo, amaranto, Lactococcus
lactis NRRL B-50307
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ABSTRACT

Sourdough bread is a trend in consumption due to its better sensory and
nutritional characteristics and longer shelf life. However, the latter can be extended
by incorporating antimicrobial compounds such as nisin and applying active edible
coatings, thus avoiding microbial deterioration by bacteria and fungi and enhancing
its organoleptic characteristics. Among the lactic acid bacteria (BAL) is Lactococcus
lactis (L. lactis) that produces potent antimicrobials with an effect against pathogens.
On the other hand, edible coatings can be applied to extend the shelf life of foods
and prevent microbial contamination. The objective of this research was to evaluate
the shelf life of sourdough bread formulated from wheat and amaranth flours,
inoculated with L. lactis NRRL B-50307 and with an active edible coating. A 22
factorial design was used, with the factors being the inoculum of L. lactis and the
application of an edible active coating based on quinoa protein (PQ) and chitosan
(QT) containing microencapsulated cinnamon essential oil (AECM); in both cases
the levels were presence or absence. Cinnamon essential oil (AEC) was
microencapsulated by spray drying (AECM) for its incorporation into the active
coating formulation. Type IV sourdough was designed with spontaneous microbial
population and 5 log CFU/g of L. lactis was inoculated and fermented for 48 h,
measuring the pH, total titratable acidity (ATT), reducing sugars and nisin produced.
The bread was baked at 232°C for 40 min. The water vapor permeability (PVA) of
the films was evaluated, as well as the tensile strength (RT), elongation (E) and
Young's modulus (MY). The texture, volume, moisture, color and microbial
population count profile of the sourdough bread were determined, in addition to its
sensory evaluation and a shelf-life study at accelerated temperature conditions for 3
days, which was equivalent to 10.5 days. According to the results, in the sourdough,
the inoculation of L. lactis allowed to shorten the fermentation times, in addition to
producing nisin. The AECM allowed to reinforce the mechanical properties in the
coating (RT =5.9 £ 0.4 MPa, E =425 £ 16.3%, MY = 21.7 + 0.2 MPa and PVA =
15.8 + 3.9), conferring activity against Aspergillus niger. Through sensory evaluation
by an untrained panel of 50 people, it was determined that the bread made with
sourdough fermented by L. lactis and with active edible coating, presented better
sensory acceptance, decreased firmness, absence of microbial growth and longer
shelf life, 7 days longer than the control. An economic analysis will determine the
possibility that the bread obtained can be marketed.

Keywords: Sourdough, nisin, active coating, amaranth, Lactococcus lactis NRRL B-
50307
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1. INTRODUCCION
El pan de masa madre es un alimento que ha sustentado a los seres

humanos durante milenios; la masa madre consiste en una mezcla de agua y harina
fermentada por levaduras y bacterias 4cido lacticas (BAL), resultando en panes con
mayor volumen, sabores caracteristicos, diferente textura y mayor vida de anaquel
en comparacion con panes de fermentacion corta (Albagli et al., 2021; Falciano et
al., 2022); debido a lo anterior y a la carencia de aditivos sintéticos, en los ultimos
afos, la popularidad del pan de masa madre ha aumentado (Catzeddu, 2019). Las
BAL son el microorganismo dominante en la microbiota de las masas madre, por lo
gue se han utilizado como cultivos iniciadores en la elaboracion de pan de masa
madre, para obtener una calidad mejorada de forma controlada, lo que es deseable

a nivel industrial (Korcari et al., 2021).

Se han realizado estudios con la finalidad de mejorar las caracteristicas
nutrimentales, organolépticas e incluso bajar los costos de produccién del pan de
masa madre, donde se han empleado sustitutos de harina de trigo de manera
completa o parcial con otras harinas como la de amaranto, la cual ha sido
fundamental en la elaboracion de productos con mejores beneficios para el
consumidor (Vasquez-Lara et al., 2016). La adicion de harina de amaranto a la
harina de trigo en la elaboracion de pan de masa madre resulta en mayor contenido
fendlico y capacidad antioxidante, asi como altos niveles de calcio, hierro y zinc,
comparado con panes a base de trigo, quinoa y trigo sarraceno. Ademas, la harina
de amaranto mejora la apariencia de los panes al aumentar el volumen, simetria y
forma de los poros, en comparacion con panes de trigo y quinoa (Venturi et al.,
2019; Yesil & Levent, 2022).

Otra de las tecnologias que permite extender la vida util de los alimentos es
la implementacion de recubrimientos y peliculas comestibles, la cual es una
alternativa a los empaques y envases de plasticos comunes en el mercado. Esto se
debe a que, al ser naturales y biodegradables, su aplicacion en diversos productos
tiene efectos beneficiosos, ya que evita el deterioro de los alimentos, prolonga su
vida util y mejora su calidad (Kocira et al., 2021). Los recubrimientos comestibles

1



pueden ser activos, teniendo actividad contra microorganismos patdégenos, esto
gracias a la incorporacion de agentes con actividad antimicrobiana como los aceites
esenciales (Montero-Recalde et al., 2017), sin embargo, estos se deterioran por
factores ambientales, por lo que pueden ser microencapsulados mediante secado
por aspersion e incorporarse a la matriz polimérica de los recubrimientos (Yousuf et
al., 2021). El aceite esencial de canela se ha utilizado como agente antimicrobiano
natural en la elaboracion de peliculas comestibles, proporcionando mayor

elongacion y mejor capacidad de barrera contra vapor de agua (Uquillas, 2021).

Tomando en cuenta los aspectos anteriores, el objetivo principal de esta
investigacion fue incorporar la cepa de Lactococcus lactis NRRL B-50307 a masa
madre elaborada con harina de trigo en mezcla con harina de amaranto.
Adicionalmente, incorporar el recubrimiento comestible activo a base de mezclas de
quitosano y quinoa, reforzado con aceite esencial de canela microencapsulado al

pan horneado y determinar su vida de anaquel.



2. ANTECEDENTES

2.1 Pan

El pan es uno de los alimentos mas consumidos en todo el mundo, teniendo
un mercado mundial estimado en 480.95 mil millones de dolares y en México de
2.16 mil millones de dolares (Informe de expertos, 2023). Sin embargo, se estima
que cada familia, en México desperdicia alrededor de 63 kg de pan al afio, que se
refleja en un 16.7% del consumo total nacional debido principalmente a su corta
vida de anaquel de 2-4 dias (Saez, 2015; The New Canasta, 2024).

El deterioro de los productos de panificacion se divide principalmente en
microbiano, causado por levaduras, mohos y bacterias; el fisico causado por la
pérdida de humedad y endurecimiento del pan; y el quimico causado por la rancidez
(Stanley & Young, 2002; Smith et al., 2004). La contaminacién microbiana se origina
predominantemente después de la coccidn a causa de esporas de hongos, que se
depositan en los panes (Axel et al., 2017), siendo este tipo de contaminacion el mas
importante. Por otro lado, el pan de masa madre brinda una mayor vida de anaquel
(5-7 dias), aumento de volumen, disminucion de la dureza, mejor contenido

nutrimental y sabores y olores caracteristicos (Sakandar et al., 2019).

2.2 Pan de masa madre

El pan de masa madre es un alimento que ha sido parte de la alimentacién
humana desde milenios (Canesin & Cazarin, 2021). Ha aumentado su popularidad
por ser un producto mas saludable, carente de conservadores o aditivos de sabor,

en comparaciéon con panes de fermentacion corta comerciales (Catzeddu, 2019).

El mercado de masa madre en 2024 mostr6 un estimado de 2.45 billones de
dolares, siendo producido principalmente en Estados Unidos y Europa (Albagli et
al., 2021; Grand View Research 2024).

La masa madre se obtiene por la fermentacién de harina y agua, por efecto
de levaduras y bacterias acido lacticas (BAL), comunmente se alimenta con harina

y agua en proporciones similares a las iniciales hasta la aparicion de burbujas (de 1
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a 7 dias) y después se suministra a otra porcién de masa no fermentada y se deja

fermentar en conjunto, para posteriormente ser horneada (Landis et al., 2021).

El consumo de pan de masa madre proporciona una mejor digestibilidad
respecto al almidon del pan de fermentacion corta, mayor contenido nutricional y
mayor biodisponibilidad de minerales como el hierro, calcio, magnesio y zinc, que el
pan tradicional, debido a que su microbiota degrada la harina en componentes mas
simples (Ribet et al., 2022).

En Espafia se define a la masa madre como “La masa activa compuesta por
harina de trigo u otro cereal, 0 mezclas de ellas, y agua, con o sin adicion de sal,
sometida a una fermentacion espontanea acidificante cuya funcion es asegurar la
fermentacion de la masa de pan”. Debe tener un pH inferior a 4.8, antes y después
de su coccion u horneado, efecto Unicamente debido a su microbiota. Ademas,
puede incorporarse levadura panadera en la Ultima fase de amasado, en dosis

maxima de 0.2% del peso de la harina total utilizada en la masa final (BOE, 2019).

En México la Norma Oficial Mexicana NOM-247-SSA1-2008, define como
productos de panificacion a “Los obtenidos de las mezclas de harinas de cereales
o harinas integrales o leguminosas, agua potable, fermentados o no, que pueden
contener: mantequilla, margarina, aceites comestibles, grasas vegetales, sal,
leudantes, polvo de hornear y otros aditivos para alimentos, especias y otros
ingredientes opcionales tales como, azucares, mieles, frutas, jugos, granos y
semillas comestibles, entre otros; sometidos a proceso de horneado, coccion o
fritura; con o sin relleno o con cobertura, pueden ser mantenidos a temperatura
ambiente, en refrigeracion o en congelacién segun el caso”. Sin embargo, no se

cuenta con legislacion especifica para el pan de masa madre.

En funcion de su fermentacion y tipo de proceso, la masa madre puede
clasificarse en cuatro tipos. Tipo I, cuando la fermentacion ocurre espontaneamente
por levaduras y las BAL en la harina; tipo Il, cuando se inocula en proporcion
adecuada la microbiota; Tipo Ill, que es la forma deshidratada del tipo II; y tipo IV,
gue es una mezcla de tipo | y tipo Il que actualmente se produce solo a escala de
laboratorio (Corsetti & Settanni, 2007; de Vuyst & Neysens, 2005).



2.2.1 Transformaciones bioquimicas en el proceso de fermentacién del

pan de masa madre.

Las transformaciones bioquimicas durante la fermentacion de la masa son
catalizadas por enzimas provenientes de la gran variedad de especies de BAL y
levaduras que provienen del ambiente, aire, e ingredientes. Saccharomyces
cerevisiae es la levadura que se ha reportado participa principalmente en la
fermentacion de la masa madre, ademas de Candida milleri, Candida pelliculosa,
Hansenula anomala y Issatchenkia orientalis (Marqués & Lacueva, 2007; Huys et
al., 2012). Las levaduras requieren, condiciones 6ptimas: temperatura (24-30°C),
pH de 3.5 a 5.5, humedad de 70 a 75% y un tiempo de 12 a 72 h para su

multiplicacion y fermentacion de la masa (De Vuyst et al., 2016).

Por otro lado, los cereales de las harinas también pueden ser fuente de
bacterias como las BAL, enzimas y carbohidratos como sustrato para el crecimiento
bacteriano. Las BAL hidrolizan la maltosa en dos moléculas de glucosa, excretando
uno de los monosacéridos fuera de la célula; que es utilizado por la levadura para
ser transformado en COz, alcohol y otros productos intermedios. El CO2 se disuelve
parcialmente, dando &cido carbdnico quedando retenido parcialmente en la fase

gaseosa de la masa, y el resto escapa (Catzeddu, 2019).

Las BAL homofermentativas, producen acido lactico a partir de la glucosa,
mientras que las heterofermentativas producen ademas de acido lactico, etanol y
COg2, asi como acido acético a partir del alcohol producido por las levaduras. El &cido
lactico pasa a la fase liquida incrementando la acidez en la masa y el &cido acético
tiene un efecto menos significativo respecto a la acidez (Catzeddu, 2019).

El trigo contiene un 70% de almidén (base seca), el cual es degradado por
las enzimas a-amilasa, B-amilasa y glucoamilasa. La acidificacién causada por las
BAL inhibe a las enzimas degradadoras del almidén, produciéndose durante la
fermentacion maltodextrinas, maltosa y glucosa, por ejemplo, la glucoamilasa se
inhibe a pH <4.5. Las BAL también pueden formar exopolisacaridos en el pan de

masa madre, mejorando el volumen y la textura del pan y aumentando el contenido



de fibra dietética, pero su efecto beneficioso puede verse mitigado por el exceso de
acidez (Ganzle, 2014).

Por otro lado, la acidificacion bacteriana durante la fermentacion solubiliza
las proteinas insolubles del trigo y del centeno, permitiendo que sus enzimas
contribuyan a la degradacion y despolimerizacién de las proteinas. Las enzimas
proteoliticas enddgenas de la masa convierten las proteinas en péptidos, que a su
vez son convertidos por las peptidasas intracelulares de las BAL en aminoacidos,
para luego formar compuestos volétiles del sabor 0 sus precursores y compuestos
fendlicos (Ganzle, 2014; Ma et al., 2021).

Normalmente se utiliza harina de trigo en la elaboracion de pan de masa
madre, aunque pueden utilizarse otras harinas de cereales o pseudocereales no
convencionales. Asi, se puede implementar la adicién de harina de amaranto para
mejorar el contenido nutricional, la apariencia y las caracteristicas organolépticas
del producto (Venturi et al., 2019, Karimi et al., 2021).

2.3 Amaranto

El amaranto (Amaranthus spp.) pertenece a la familia Amaranthaceae, es
categorizado como un pseudocereal sin gluten. Comparado con cereales como el
maiz, el trigo y el sorgo, el amaranto tiene un nivel de proteina més alto (14—15.5%),
menor contenido de grasa (7.5%), mayor contenido de carbohidratos (60-68%) y
menos ceniza (2.5-3.1%). Tiene un alto contenido de lisina (5.2—6.1 g/100 g de
proteina), aminoacido esencial carente en la mayoria de los granos de cereal, por
lo tanto, ademas de ser rico en vitaminas y minerales como calcio y magnesio (Jan
et al., 2023). Ademas, fue designado como el mejor alimento de origen vegetal por
la Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos (Gobierno de México,
2016).

Por otro lado, los cultivos de amaranto son resistentes a condiciones
climaticas adversas como lo son las sequias, altas temperaturas, plagas, por lo que

es un cultivo prometedor que ha ganado popularidad (Jan et al., 2023).



La adicion de amaranto a la harina trigo en la elaboraciéon de pan de masa
madre da como resultado un pan con mayor contenido fenélico, ademéas de mayor
capacidad antioxidante. La adicion de harina de amaranto al 20% (en peso) en
relacion a la harina de trigo, permite conservar la calidad estructural del pan de masa
madre, mejorando la calidad nutricional y con aprobacion sensorial. Sin embargo, a
mayores concentraciones resultan sabores “terrosos”, siendo la proporcion de
mayor aceptacion sensorial la de 9:1 trigo:amaranto (en peso) (Venturi et al., 2019).
Sin embargo, la harina de amaranto presenta menor aceptacion en cuanto a sabor

y olor comparado con panes de trigo y quinoa (Yesil & Levent, 2022).

Las BAL pueden fermentar la harina de amaranto ocasionando diferencias
significativas en sus propiedades organolépticas (Venturi et al., 2019), su aplicacion
en la bioconservacion de alimentos mediante los procesos de fermentacion ha

tenido gran éxito (Parra-Huertas, 2010).

2.4 Bacterias acido lacticas

Las BAL son microorganismos Gram positivos, heterogéneos, donde el
metabolito de principal produccién es el acido lactico proveniente de la fermentacion
de carbohidratos, generalmente son de forma bacilar o cocoide, no esporulados,
microaerdfilos o anaerobios facultativos (Todorov et al., 2019; Arteaga-Garibay et
al., 2023).

Las BAL aumentan el volumen y disminuyen la firmeza de la miga en el pan;
aungue la firmeza aumenta con el paso del tiempo, la suavidad de la miga es un
efecto deseable que es independiente del contenido de humedad, y se atribuye al
bajo nivel de pH (Korcari et al., 2021).

Diversos estudios han utilizado cepas seleccionadas de BAL y/o levaduras
provenientes de otros ecosistemas alimentarios en la fermentacion de masa madre,
con el fin de aumentar el rendimiento o de mejorar atributos especificos, donde los
géneros mas comunes de BAL son Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc y

Pediococcus (Arora et al., 2021).



2.4.1 Lactococcus lactis

Lactococcus lactis es uno los principales cultivos iniciadores de productos de

fermentacion lacteos (Alegria et al., 2010).

Son bacterias anaerobio-facultativas, esféricas, homolacticas y no
esporulantes, con cientos de cepas y biovariantes, a pesar de su asociacion con
productos lacteos, originalmente se aislaron de plantas (How et al., 2022). El 4cido
lactico producido por L. lactis, se utiliza como conservador de alimentos, y esta cepa
se ha etiquetado como “Generalmente Reconocida como Segura” (GRAS) por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de EE. UU. (FDA, 2023a).

L. lactis subsp. Lactis produce un péptido antimicrobiano (nisina A) durante
su metabolismo asociado al crecimiento, que inhibe el crecimiento de una amplia

gama de bacterias Gram-positivas (Garcia-Almendarez et al., 2008).

L. lactis subsp. Se encuentra dentro de las principales BAL que se han
utilizado la fermentacion de alimentos lacteos, ya que contribuyen al sabor, calidad,
textura y seguridad de estos; han sido utilizadas en la obtencion de queso artesanal
y comercial, leches fermentadas y cremas agrias, donde su principal aporte es la
descomposicion proteica de la leche y la produccion de acido lactico a partir de
azucares. L. lactis subsp. posee una amplia distribucién ecoldgica desde pan de
masa madre a plantas de cafia de azucar (Cavanagh et al., 2015).

2.4.2 Nisina

La nisina es un péptido antimicrobiano compuesto por 34 aminoéacidos, con
una masa molar de 3.4 kDa. Se clasifica como lantibiético de clase |, por ser un
péptido pequefo, policiclicos, estable al calor, activo a nivel de membrana y con
aminoacidos poco comunes en su composicion como lantionina, b-metil-lantionina
y deshidroalanina, formados postraduccionalmente por deshidrataciéon de la serina

y treonina (Figura 1) (Alegria et al., 2010; Serna et al., 2015).

La nisina A fue la primera bacteriocina en ser descubierta en productos
lacteos y es la variante mas estudiada, se solubiliza a pH 2 y a temperaturas de
entre 50 a 100°C, tiene actividad antimicrobiana contra diferentes microorganismos
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principalmente Gram positivos y formadores de esporas. Su interés principal radica
en que tiene actividad contra microorganismos patdégenos como Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, Clostridium spp., Enterococcus spp., Staphylococcus spp.

y Streptococcus spp (Sugrue et al., 2023).

Dha

-~ . Ala™ Leu
lle Leu g% 4 X
l et Gly Met
H — lle — D —Dhb— Ala AIa—Ab/.'."\AIa Lys '
“f‘s.? u " Y _Abu /Gly
Pro = Gly DR Alla
Asn
|
Met
6. .
His " Ala Abu— Lys

HO —Lys —D'— Dha — Val — His/— lle — Ser — Ala__,._AbuUs— Ala

s

-.‘

Figura 1. Estructura quimica de la nisina. Dha=deshidroalanina,
Dhb=deshidrobutirina, Abu=anhidrobutirina (Muller-Auffermann et al., 2015).

La nisina tiene un mecanismo de accion dual, inicialmente se une a la pared
celular mediante interacciones electrostaticas, ya que al tener carga positiva es
atraida por la carga negativa de las membranas. Posteriormente se une al
transportador principal de las subunidades de peptidoglicano (Lipido Il) desde el
citoplasma hasta la pared celular, evitando la formacién de pared celular y a su vez
induciendo la formacién de poros (Figura 2); con ello ocasiona la pérdida de material
celular como aminoacidos, sales y ATP y provoca la muerte celular (L6pez et al.,
2008; Serna et al., 2015).

Su efectividad ha sido comprobada y tiene aplicaciéon en mas de 50 paises.
El Codex Alimentario lista a la nisina como la Unica bacteriocina dentro de los
aditivos alimentarios, donde su uso se aprueba para la conservacién de quesos y
productos analogos, productos liquidos a base de huevo, entre otros. Se ha

demostrado que incluso a dosis altas sigue siendo inocua y carente de toxicidad,



debido a que es sensible a enzimas del tracto digestivo (Batista-Gonzalez et al.,
2022).

Bacteriocina

Pared
celular

Membrana
plasmatica

Subunidad de
peptidoglucano )

Figura 2. Mecanismo de accion dual de la nisina de Lactococcus lactis frente a la

5

membrana celular de bacterias Grampositivas, 1) la nisina es atraida por los
componentes de la pared celular 2), la nisina se une al lipido Il (transportador de
subunidades de peptidoglucano), 3) las moléculas de nisina utilizan se anclan e
insertan en la membrana celular formando poros, ocasionando muerte

celular (Lopez et al., 2008).

El acuerdo por el que se determinan los aditivos y coadyuvantes en alimentos
en México clasifica a la nisina como conservador de alimentos, con limites maximo
en productos lacteos 12.5 mg/kg. En otros alimentos no lacteos Unicamente se
requieren buenas practicas para su uso, su numeracion de SIN (Sistema
Internacional de Numeracion de Aditivos Alimentarios) es el 234 (Ley de Aditivos en

México, 2012).
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Una tecnologia emergente que muestra resultados promisorios para la

conservacion de alimentos es la aplicaciéon de empaques comestibles.

2.5 Empaques comestibles

Los empaques comestibles son una tecnologia prometedora en el campo de
la conservacion de los alimentos, la aplicacion de estos da como resultado una

mejora en la calidad y la inocuidad de los alimentos (Caiza, 2024).

El recubrimiento es una fina capa formada por componentes comestibles
sobre el alimento en su superficie que se consume con el producto alimenticio. Los
recubrimientos comestibles se encuentran en forma liquida y se aplican a la materia
prima por inmersion, aspersado o barnizado con una solucién, sin embargo, para
caracterizarlos es necesaria su forma como pelicula. Se denomina pelicula a la capa
previamente formada y colocada sobre la materia prima y se puede utilizar como
contenedor o separador de superficies en un mismo alimento. Las peliculas
comestibles tienen forma de lamina sélida y luego se aplican envolviendo o

cubriendo el producto. (Kocira et al., 2021).

Tanto las peliculas como los recubrimientos comestibles son una alternativa
funcional y sostenible a los empaques o0 envases de plasticos comunes en el
mercado, al ser naturales y biodegradables, tiene amplia aplicacion en diversos
productos, obteniendo efectos beneficiosos. Tales efectos beneficiosos son: el ser
comestibles, propiedades de barrera a rayos UV, humedad, aceites y gases;
solubilizacion en agua y grasas; resistencia a cambios microbioldgicos, fisicos y
quimicos; beneficios que dependen del tipo de polimero, el proceso de produccién
y las condiciones de formacién (Suput et al., 2015).

Los recubrimientos comestibles generalmente se producen por métodos
hamedos, mediante la eliminacion del solvente utilizado para preparar la solucion
formadora de pelicula, se disuelve el polimero en un disolvente preferentemente

agua y se puede combinar con otros aditivos (Escamilla-Garcia et al., 2018).

Los materiales con los que se elaboran los recubrimientos comestibles
pueden ser biopolimeros como polisacaridos y proteinas, que puedan formar una
11



matriz estructural, estos son de naturaleza hidrofilica. Pueden contener mas de un
ingrediente, ya que al usar uno suelen resultar estructuras quebradizas; por lo que
ademas del polimero base se suelen utilizar plastificantes como polioles (glicerol,
sorbitol, polietilenglicol), azlUcares (glucosa, miel) y lipidos (monoglicéridos,
fosfolipidos, aceites y ceras). No deben utilizarse en exceso ya que pueden
deteriorar las propiedades mecanicas y aumentar la permeabilidad al vapor de agua,
(Fernandez-Pan & Maté-Caballero 2011).

Las proteinas de la quinoa pueden otorgar propiedades diferentes a los
recubrimientos, extendiendo su uso en la industria alimentaria (Abugoch et al.,
2008). Por otro lado, el quitosano se ha usado en la industria alimentaria, médica,
farmacéutica, agricola y quimica debido a sus propiedades no toxicas,

biocompatibles, mucoadhesivas y biodegradables (Martau et al., 2019).

2.5.1 Quinoa

La quinoa es un pseudocereal con buenas propiedades nutricionales por su
alto contenido proteico, conteniendo todos los aminoacidos esenciales. También
contiene elementos traza y cantidades significativas de vitaminas C, E (tocoferoles)
y B (B1, B2 y B3) junto con importantes minerales (Ca, K, Fe, Mg, Mn, P), e
isoflavonas que pueden contribuir a sus propiedades antioxidantes. No contiene
gluten y su testa contiene saponinas las cuales son antinutritivas e imparten sabores
amargos. Sin embargo, pueden ser removidas facilmente mediante lavados con
agua (Escamilla et al., 2019), la quinoa ha recibido atencion especial en estudios

debido a sus componentes nutricionales (Tabla 1) (Arneja et al., 2015).

La quinoa es altamente nutritiva y se puede cultivar en una variedad de
condiciones ambientales y es capaz de enfrentar cambios ambientales, debido a su
adaptabilidad, asociada a su plasticidad genética, (Jan et al., 2023).

Las fracciones proteicas de la quinoa son albuminas 2S y globulinas 118,
con porcentajes entre 35 y 37 %, respectivamente, cuya estructura se estabiliza

mediante puentes disulfuro (Abugoch et al., 2008), las proteinas de la quinoa se
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pueden disolver a pH acido (Abugoch et al., 2011), y su punto isoeléctrico es a pH
de 4 a 4.5 (Bergesse et al., 2015).

Tabla 1. Composicion proximal de las semillas de quinoa, segun diferentes

autores (Arneja et al., 2015).

Composicion (Repo-Carrasco- (Ramos Diaz  (Villa et al., 2014)
proximal (% valencia 2011) & Martin 2011) (9/100g)
P/p) (9/100 ) (9/100 )
Humedad 10.8-12.6 11.6 14.7
Ceniza 13.9-15.5 3.2 3
Proteina 3.1-54 16.4 11.7
Grasa 4.7-6.8 6.3 12.4
Carbohidratos 68.8-75.8 63 55.3
Fibra cruda 1.9-34 11.5 2.2

La elaboracion de recubrimientos comestibles con proteina de quinoa puede
favorecer las caracteristicas de las peliculas y pueden extender su uso como
recubrimiento en productos alimenticios (Mir et al., 2023). Cuando se utiliza en
combinacion con el quitosano, con acido lactico como disolvente, la proteina

muestra un efecto plastificante (Bautista-Espinoza et al., 2023).

2.5.2 Quitosano

El quitosano (QT) es un polisacéarido policationico que se obtiene a partir de
la desacetilaciéon alcalina de la quitina, puede servir como matriz en la elaboracion

de recubrimientos comestibles gracias a sus grupos amino reactivos, y (Curbelo et
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al., 2021). La quitina se encuentra de forma natural en el exoesqueleto de los
crustaceos, las paredes celulares de hongos (filamentosos y macromicetos) y otros
materiales biol6gicos como aracnidos e insectos (Kocira et al., 2021). La extraccion
de quitina de crustdceos comprende los procesos de despigmentacion,
desmineralizacion y desproteinizacion. Posteriormente se desacetila para obtener
quitosano mediante hidrolisis termo alcalina con NaOH o enzimatica con la quitina
desacetilasa (Figura 3) hasta obtener un grupo amino (NH2), permitiendo asi tener

mayor efecto de solubilidad del polimero (Curbelo et al., 2021).
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Figura 3. Estructura de la quitina y quitosano, similitudes y diferencia, en donde en
el quitosano aparece el grupo amino cuando se desacetila la quitina (Curbelo et al.,
2021).

El quitosano no es toxico, ni alergénico, es biodegradable por lo que no es
dafiino al medio ambiente, biocompatible ademas tiene efecto bioldgico antifingico;
el quitosano tiene permeabilidad selectiva a los gases (COz2 y O2) y buenas

propiedades mecanicas (Kocira et al., 2021).

Los recubrimientos comestibles se pueden usar como barrera contra la
humedad en productos de panificacion para evitar la reduccién de la vida util del
producto, en este caso los recubrimientos basados en lipidos suelen ser mas

efectivos que los basados en hidrocoloides (Bautista-Espinoza, 2022).

Los recubrimientos comestibles pueden ser activos al incluir agentes

antimicrobianos, los cuales pueden ser liberados de manera controlada por el
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recubrimiento. Los agentes activos en funcion de su mecanismo de accién pueden
ser aquellos en donde existe migracion de compuestos activos, que pasan parcial o
totalmente al alimento o a la superficie, o bien efectos no migratorios de los
compuestos con actividad antimicrobiana en la superficie de la pelicula (Vazquez-
Briones & Guerrero-Beltran, 2017). Ejemplo de agentes activos que se han utilizado
en formulaciones de empaques comestibles activos se encuentran los aceites

esenciales.

2.5.3 Aceites esenciales (AE)

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios de vegetales como
flores, capullos, semillas, hojas, ramas, cortezas, hierbas, madera, frutos y raices,
gue pueden obtenerse por destilacion de vapor, mecanicamente, destilacion seca o
por separaciéon de fases). Tienen propiedades fungicidas y antimicrobianas
(Hernandez-Hernandez et al.,, 2014). Se componen principalmente de terpenos,

terpenoides y otros compuestos aromaticos (Man et al., 2019).

El uso de AE ofrece numerosos beneficios como promocion de la
digestibilidad, estimulacion de enzimas y propiedades antimicrobianas,
antioxidantes, antiparasitarias, antiinflamatorias, antidiarreicas y antimicoticas
(Montero-Recalde et al., 2017). Sin embargo, son compuestos hidrofébicos volatiles
de fuerte aroma, sensibles a factores como oxigeno, luz, temperatura, pH, se
degradan facilmente y afectan negativamente las propiedades sensoriales de los
alimentos (Shen et al., 2002).

Los aceites esenciales pueden utilizarse para reforzar recubrimientos
comestibles, para aumentar el tiempo de vida de anaquel de los alimentos y prevenir
el crecimiento de microorganismos, por lo que se les conoce como activos. Sin
embargo, un exceso puede llegar a comprometer caracteristicas sensoriales o

incluso pueden llegar a ser toxicos (Yousuf et al., 2021).

2.5.3.1 Aceite esencial de canela (AEC)
La canela (Cinnamomum verum) se obtiene a partir de la corteza interna del
arbol de la canela (Cinnamomum) por enrollamiento, y secado, formando una canilla
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o tubo y posteriormente es cortada en palitos de 5 a 7 cm (Saltos, 2021). Se puede
extraer de diferentes partes del arbol, por lo que tendran un compuesto primario
diferente y en consecuencia efectos y composiciones diferentes. Por ejemplo, aceite
de la corteza del tronco (cinamaldehido), de la corteza de la raiz (alcanfor) y de las
hojas (eugenol), siendo el mas importante el cinamaldehido (Figura 4) (Loeza-
Concha et al., 2022).

Figura 4. Estructura quimica del cinamaldehido (Mahmoodnia et al., 2017)

El trans-cinamaldehido es el componente que da lugar a gran parte de las
propiedades antimicrobianas y antifungicas, inhibe la produccién de aflatoxinas, asi
como una serie de propiedades medicinales. Por otro lado, tiene como desventaja,

su baja solubilidad en agua (1.1 g/L) (Garcia-Camarillo, 2006).

Dentro de los microorganismos flngicos a los que antagoniza el
cinamaldehido, se encuentran Aspergillus niger, A. flavus, A. fumigatus,
Trichophyton rubrum, Coriolus versicolor y Laetiporus sulfurous, asi como A.
ochraceus y sus toxinas asociadas, asi como Candida spp. (Doyle & Stephens,
2019).

El transcinamaldehido, principal compuesto del AEC, tiene actividad contra
diferentes bacterias patogenas, tanto Gram positivas como negativas, incluidas
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus spp., Listeria spp., Salmonella
spp., Latilactobacillus sakei, Campylobacter jejuni, Vibrio spp., Pseudomonas spp.,
Porphyromonas gingivalis, Streptococcus pyogenes y Cronobacter sakazakii (Doyle

& Stephens, 2019).
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Los mecanismos de accion y efectos del cinamaldehido en bacterias son los
siguientes (Figura 5) (Doyle & Stephens, 2019):

i) inhibicion de la proteina FtsZ, clave en el proceso de division celular y se
conserva en todas las especies bacterianas.

i) Accidén contra biopeliculas, ya que inhibe los genes asociados a su produccién
(sarA).

iii) Efecto anti-percepcion de quorum, ya que inhibe la transcripcion mediada por
LuxR del promotor Pluxl hasta en un 70%.

iv) Liberacion de constituyentes celulares y pérdida de integridad de la membrana
celular, donde el cinamaldehido actia como electrofilo adhiriéndose a las
membranas celulares, permeabilizandolas y conduciendo a la pérdida del
material intracelular; y cambios morfolégicos inducidos por la exposicion al
cinamaldehido, afectando la division de algunas células, el desarrollo de arrugas
profundas y distorsion, el deterioro de la pared celular, asi como la extension
celular. Este efecto esta asociado a la capacidad del cinamaldehido para penetrar
la envoltura celular y, en consecuencia, alterar su estructura.

v) Disminucion significativa en los niveles de ATP intracelular, después del

tratamiento y sin causar un aumento en los niveles de ATP extracelular.

En el caso de los hongos, el cinamaldehido puede inhibir la germinacion de
esporas, el crecimiento micelial y la produccién de biomasa, también puede reducir
la sintesis de ergosterol (principal componente de la membrana celular de los

hongos) y puede causar dafio a la citomembrana (Qu et al., 2019).
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Figura 5. Representacion gréfica de los mecanismos de accion antibacterianos

exhibidos por los cinamaldehidos (Doyle & Sthepens, 2019).

La incorporacion de AEC a peliculas comestibles aumenta la elongacién y
mejora la capacidad de barrera contra el vapor de agua en comparacion con
peliculas comestibles de la misma formulacion sin AEC (Uquillas, 2021), ademas de
inactivar patdgenos transmitidos por alimentos por contacto directo y/o por los
vapores liberados de las peliculas en recipientes cerrados gracias al cinamaldehido
(Doyle & Stephens, 2019).

El AEC contiene principalmente cinamaldehido, el cual contiene un grupo
carbonilo (C=0), que le proporciona un sitio reactivo para que se produzca adicion
nucleofilica, debido principalmente a la capacidad que posee el oxigeno para
aceptar una carga negativa. Es por lo cual es susceptible al ataque por reactivos
nucleofilicos ricos en electrones, como es el caso del quitosano, que debido a la

presencia de grupos amino de tipo primario con un par de electrones libres, permiten
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la formacién de un enlace con el carbono carbonilico deficiente en electrones,

mostrando afinidad con biopolimeros como el quitosano (Porras et al., 2009).

La aplicacion de AE libres podria verse restringida debido a la insolubilidad
en solventes polares, la baja estabilidad quimica y la alta volatilidad, lo que resulta
en una reduccion de la bioactividad o en la degradacion de los compuestos activos
(Danila et al., 2021). Por tanto, se requiere conservar los AE mediante técnicas
como la encapsulacion, para mejorar su funcionalidad y protegerlos de las

condiciones ambientales externas y de factores ambientales (Yammine et al., 2024).

2.5.3.2 Microencapsulacién de aceites esenciales

La microencapsulaciéon es un método para la conservacion de propiedades
fisicoquimicas y biolégicas de sustancias quimicas, ademas de proteger los
sabores, la encapsulacién proporciona una liberacion controlada, principalmente

cuando la humedad aumenta (Castafieta et al., 2011).

El almidon modificado octenil succinico da como resultado mayor retencién
de compuestos de sabor de AE de menta en comparacion con almidones
hidrolizados (Baranauskiené et al., 2007). El secado por aspersion consiste en la
atomizacion de una solucién o suspension liquida en gotas diminutas, seguido de
secado en una corriente de aire caliente para producir microparticulas sdlidas
(Turchiuli et al., 2005).

El almidon nativo tiene poca capacidad emulsionante, pero el almidén
modificado por esterificacion con anhidrido octenilsuccinico, es un material biol6gico
viable para encapsular AE (Romero-Hernandez et al., 2021). Uno de los almidones
modificados mas utilizados y con mejores rendimientos es el almidon modificado HI-
CAP 100®, derivado del maiz ceroso y es especialmente adecuado para la
encapsulacién de sabores, vitaminas y especias con alta carga de aceite. Se
caracteriza por una excelente resistencia a la oxidacion, y se recomienda como
reemplazo total de agentes encapsulantes costosos como la goma arabiga y la

gelatina (Ingredion, 2021).
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La incorporacion del AEC en la elaboracion de recubrimientos a base de
polisacaridos disminuye la resistencia a la traccion, transparencia, contenido de
agua y permeabilidad al vapor de agua. Una solucion a esta problematica es la
adicién de Tween 80 como emulsionante, resultando un aumento de la estabilidad
de los recubrimientos y un aumento considerable de las propiedades antioxidantes

y antimicrobianas (Chu et al., 2019).
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3. JUSTIFICACION
La elaboracion y consumo de pan de masa madre son tendencias en

produccion alimenticia, por lo que es una alternativa considerada mas saludable, ya
que no contiene aditivos sintéticos, los cuales el consumidor trata de evitar porque
los asocia con enfermedades a largo plazo. EI mercado de masa madre en 2024
mostro un estimado de 2.4 billones de ddlares, siendo producido principalmente en
Estados Unidos y Europa, indicando buenas perspectivas del incremento de su
produccion en México. La adicién de harina de amaranto a la harina de trigo en la
elaboracion de pan de masa madre permite la mejora de caracteristicas como un
mejor contenido nutricional y mayor contenido de compuestos fendlicos que pueden
conferir sabores unicos al producto. También se promueve una mejor calidad
proteica por el contenido de aminoéacidos esenciales. Por otro lado, la inoculacion
de Lactococcus lactis NRRL B-50307 que produce el antimicrobiano nisina A,
permitird la prolongacion de la vida de anaquel por la actividad antimicrobiana de
este metabolito, ademéas de la acidificacion del medio desde el inicio de la
produccion. Por lo tanto, se espera una mejora de las propiedades de textura en el
pan gracias al 4cido lactico proporcionado por las BAL y la cepa inoculada, asi como
por las propiedades de la harina de amaranto que se usara en mezcla con la harina
de trigo. Por otro lado, los recubrimientos comestibles permiten una mayor vida de
anaquel actuando como barrera al vapor de agua, al ser la humedad un factor
determinante en el deterioro del pan. Ademas, el uso del recubrimiento activo
formulado con aceite esencial de canela garantizara en la superficie del pan una
actividad antifungica, considerando que el atague fungico es comun en el pan
durante el almacenamiento. Por lo tanto, en la presente investigacion se busca
lograr la adaptacion de la cepa de L. lactis NRRL B-50307 a la formulacién de la
mezcla de harina de amaranto y trigo, en la elaboracion de pan de masa madre
esperando tener mejor aceptacion por los consumidores y una mayor vida de
anaquel. Ademas, se estara implementando un recubrimiento comestible a base de
proteina de quinoa y quitosano reforzado con aceite esencial de canela
microencapsulado para reducir sensiblemente el aroma del aceite esencial, pero

contribuyendo a prolongar la vida util del pan de masa madre.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la vida de anaquel de un pan de masa madre a base de mezcla de
harina de trigo con amaranto adicionada con Lactococcus lactis NRRL B-50307, y
con un recubrimiento comestible a base de quitosano y quinoa reforzado con aceite

esencial de canela microencapsulado.

4.2. Objetivos especificos

1. Elaborar un recubrimiento comestible activo a base de proteina de quinoay
quitosano adicionado con aceite esencial de canela microencapsulado
mediante secado por aspersion y caracterizar sus propiedades mecénicas y
actividad antifingica.

2. Determinar el comportamiento de Lactococcus lactis NRRL B-50307 y la
produccion de nisina en la masa madre elaborada con mezcla de harinas de
trigo y amaranto.

3. Evaluar la aceptacion de pan de masa madre elaborado con mezcla de
harinas de trigo y amaranto adicionado con L. lactis y un recubrimiento
comestible a base de proteina de quinoa y quitosano, adicionado con aceite
esencial de canela microencapsulado.

4. Evaluar la vida de anaquel a condiciones aceleradas del pan de masa madre

elaborado con masa madre fermentada por L. lactis y el recubrimiento activo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

Materia orgénica

Canela (Cinnamomum zeylanicum) obtenida de la Central de Abastos de Irapuato,
Guanajuato, México (Pais de origen: Sri Lanka), Quinoa (Chenopodium quinoa)
(Vivié Foods, CDMX, México), almidon modificado octenil succinico (Hi-Cap® 100)
obtenido de Ingredion (Westchester, IL, EE. UU.). Aceite esencial de canela

comercial grado alimenticio (Oleum Vitae, CDMX, México) (Anexo 6).
Reactivos

Sulfato de sodio anhidro (Hach, Loveland, CO, EE.UU.), rifampicina (Sigma-Aldrich,
St. Louis MO, EE.UU.), Etanol, NaOH, cloruro de sodio, lactosa (Fagalab, Sinaloa,
México). Cloruro de potasio, cloruro de calcio, carbonato de sodio (JT Baker
Chemical, Phillipsburg, NJ, EE. UU.). Peptona bacteriol6gica, extracto de carne,
extracto de levadura, glucosa (BD, Bioxon México). Azucar de cafa (Zulka, Sinaloa,
México) y sal (La fina, CDMX, México). Los medios de cultivo fueron Agar M17, agar
MRS (BD, Bioxon México), agar purpura de bromocresol (Merck, Darmstadt,
Alemania), hexano 95% (EI Crisol, CDMX, México). Las cepas utilizadas fueron L.
lactis NRRL B-50307, Micrococcus luteus NCIMB 8166, Aspergillus niger GS1 y
levadura Saccharomyces cerevisiae comercial (Nevada, CDMX, México).

5.2 Métodos

Metodologia del objetivo 1

5.2.1 Obtencién de aceite esencial de canela

Se utilizo canela trozada, la cual fue sometida a un tratamiento de sonicacion en un
procesador ultrasénico VCX 500 (Sonics Materials, Newtown, CT, EE. UU.), con una
sonda de 3 mm de diametro. Los parametros utilizados en el proceso fueron: 100 g

de materia prima/L de agua destilada, 60% de amplitud, pulsos de 28 s:32 s
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prendido:apagado (On:Off), por 20 min con un intervalo de descanso de 10 minutos
a los 10 min de inicio (Morsy, 2015).

Una vez terminado el proceso, se almaceno la canelay el agua usada en el proceso,
cada uno por separado, en refrigeracion a 4°C durante 3 dias.

El proceso de hidrodestilacion se realiz6 por el método de arrastre de vapor,
utilizando el agua y la canela previamente tratadas y refrigeradas, se tom6 como
control canela no sometida al tratamiento de sonicacion. Se utilizaron 300 g de
canela/3 L de agua destilada, se someti6 al proceso de destilacién con arrastre de
vapor a una temperatura de 100°C utilizando un hidrodestilador UAQ-001
(Universidad Autonoma de Querétaro, Querétaro, México, el cual se encuentra en
solicitud de patente con numero de folio Mx/E/2023/023755, ante el Instituto
Mexicano de Propiedad Industrial).

Posteriormente el extracto obtenido fue centrifugado a 4000 rpm (2,580 x Q)
durante 20 min a 4°C, en una centrifuga Avanti J 301 (Beckman, CA, EE. UU.), el
sobrenadante fue desechado y la capa oleosa (el AEC) del destilado obtenido fue
recuperada y secada con sulfato de sodio anhidro (Hach). El AEC se almacené en
frascos ambar protegidos de la luz a 4 °C para su posterior uso (Bautista-Espinoza
et al.,, 2023). En base a los resultados del rendimiento de AEC (resultados en
seccion 6.1) se procedio a utilizar un AEC comercial grado alimenticio (Oleum Vitae,
CDMX, México).

5.2.2 Microencapsulacion del aceite esencial de canela (AEC)

Preparacion de la solucién encapsulante. Se utiliz6 almidén modificado
octenil succinico (Hi-Cap® 100) como material de pared encapsulante del AEC
comercial. Se homogenizaron 38.2 g de almidén modificado en 161.8 g de agua
grado HPLC en un agitador orbital con una barra magnética durante 15 min.
Posteriormente se homogeneiz6 la solucién en un agitador orbital MaxQ™ 6000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y se mantuvo en agitacién
durante 12 h a 47.5 °C y 150 rpm (Hernandez-Hernandez et al., 2014).

Después de la agitacion se procedid a pesar 125 g de la solucion

encapsulante (almidén-agua grado HPLC) y 5 g de aceite esencial de canela
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comercial, los cuales fueron homogenizados con una barra magnética y un plato de
agitacion. En la mezcla habia 77.79% de agua HPLC, 13.37% de almiddn
modificado y 3.85% de AEC, posteriormente se procedié a homogeneizar con un
homogeneizador de alta velocidad Ultra-Turrax® T 25 (IKA-Werke GmbH, KG,
Brisgovia, Baden-Wiurttemberg, Alemania) durante 6 min, en velocidad 2 de 9500
rom (de Barros Fernandes, 2014).

Una vez formada la emulsion se sometio al proceso de microencapsulacion
en un Mini Spray Dryer (Buchi, B-290, Flawil, Suiza), lavando con agua destilada
antes y después de secar la emulsion, operando con un aspirador (sistema de
extraccion de aire) de caudal maximo de gas de aproximadamente 35 m3/h y con
un tubo de silicona estandar (2 mm de diametro interior, 4 mm de didmetro exterior)
para la bomba, el equipo se trabajo bajo las siguientes condiciones estandarizadas
por corrida (Tabla 2):

Tabla 2. Condiciones de secado en la microencapsulacion de AEC.

Solucién  Temperatura Temperatura Aspirador Bomba Tiempo

de entrada de salida (%) (%) (min)
°C) °C)
Agua 190 93 190 10 5
destilada 190 106 190 15 4
Emulsién 190 124 190 15 17
190 112 190 20 3
Agua 190 106 190 20 5
destilada 190 112 190 15 5

Posteriormente se peso el polvo obtenido del AEC microencapsulado (AECM) y se

guardo en frascos de vidrio protegidos de la luz a 4°C hasta su uso posterior.
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5.2.3 Eficiencia de microencapsulacion del AEC

Se determind el contenido de aceite libre superficial y la eficiencia de
microencapsulacion del AEC, por el método de Tan et al., (2005) adaptado por Bae

& Lee, (2008) con algunas modificaciones.

5.2.3.1 Contenido de aceite libre superficial:

Se disolvieron 1.5 g de AECM en 15 mL de hexano, se homogenizo por 2
min a velocidad 9 (3200 rpm) utilizando un mezclador de vortice Vortex-Genie2®
(Scientific Industries, NY, EE. UU.), posteriormente se filtrd la solucion utilizando
papel filtro Whatman grado 1® (Cytiva, Maidstone, Reino Unido), el polvo filtrado se
enjuago tres veces con 20 mL de hexano cada vez pasandolo a través del polvo.
Posteriormente se seco el polvo residual a 60 °C hasta peso constante. Luego se
calcul6 el contenido de aceite libre superficial como porcentaje de la diferencia de

peso en el polvo antes y después de la extracciéon y lavado con hexano.

5.2.3.2 Contenido de aceite total

Para obtener la eficiencia de microencapsulacién se repitié el proceso del
contenido de aceite libre superficial, pero usando como tiempo de homogenizacion
1 h. El objetivo fue liberar todo el aceite contenido en las microcapsulas, es decir el
aceite total seria la suma del aceite libre superficial y el aceite microencapsulado,
siendo el contenido de aceite microencapsulado la diferencia de peso del polvo seco
obtenido en el método de aceite libre superficial y el de eficiencia de
microencapsulacion. La eficiencia de microencapsulacion (EM) se calculdé usando
la ec. (1):

Aceite total — Aceite libre superficial

%EM=( >><100————(Ec.1)

Aceite total

5.2.4 Actividad antifungica del AEC y AECM

Para la determinacion de la actividad antifangica se probaron dos métodos,
siendo el primero el método de incubacion de esporas descrito por Ochoa et al.,
(2017). Al ser A. niger el microorganismo causante del moho negro del pan (Axel et.

al., 2017), se utilizé este microorganismo como indicador de actividad antifungica
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contra el AEC y AECM. Se activo la cepa A. niger GS1 en agar PDA durante 6 dias,
hasta que la caja Petri se cubrio de esporas, posteriormente se agregoé a la caja de
esporas una solucion estéril de Tween 80 al 10% (v/v) y se barrié con un asa de
vidrio estéril. Se recupero la solucion de esporas y se depositd en un tubo Falcon
que se almacenoé a 4 °C, posteriormente se ajustd la solucion de esporas a una

concentracion 10° esporas/mL mediante una cAmara de Neubauer.

Se inocularon 100 pL de la solucién de A. niger (ajustada a una concentracion
de 10° esporas/mL) en 1900 pL de medio papa dextrosa, y se probaron
concentraciones del AEC de 500, 700 y 1000 ppm, un control positivo (inéculo de
esporas sin AEC o AECM), dos controles negativos (AEC y AECM sin in6culo de
esporas). Considerando que el AECM tuviese un 100% de eficiencia de
microencapsulaciéon y recuperacion de los solidos totales (previo al resultado de
eficiencia de microencapsulacién), se usaron concentraciones de 500, 700 y 100
ppm de AECM, equivalentes a 2.88, 4.04 y 5.77 mg de AEC, respectivamente. Se
tomd como punto de partida la concentracion minima inhibitoria del AEC contra A.
niger (500 ppm) reportada por Mahdi et al., (2021) y se incubaron los tratamientos
durante 24 h, a 30°C.

Después se sembraron 100 pL del medio previamente inoculado e incubado
de cada uno de los tratamientos por el método de extensidon en superficie, con asa
estéril en agar rosa de bengala (RBC), suplementado con cloranfenicol (0.1%, p/v)
y se monitored durante 5 dias.

También se utilizé el método de difusidon en disco descrito por Lima et al.,
(1993) con modificaciones. La suspension de esporas de A. niger se inoculd a una
concentracion de 10° esporas/mL en placas de PDA por extension en superficie.
Inmediatamente después se colocaron membranas Durapore® de 0.45 pm de
tamafio de poro y 25 mm de didmetro (Millipore, MA, EE. UU.), sobre la superficie
del agar para cada uno de los tratamientos por separado y por triplicado. Se adicion6
una solucion de AEC y Tween 80 al 10% (v/v) a concentraciones de 500, 700 y 1000
ppm del AEC en 100 pL, asi como 2.88, 4.04y 5.77 mg en 100 pL de una solucion
de Tween 80 al 10% (v/v) del AECM, seguido de incubacion a 30°C por 48 h. Se
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analizo el area inhibida (carente de crecimiento micelial) mediante el software
ImageJ (Version 1.54f, 2023).

5.2.5 Obtencién de la proteina de quinoa (PQ)

La proteina de quinoa fue obtenida por el método descrito por Bautista-
Espinoza et al.,, (2023) con modificaciones. Se utiliz6 quinoa de la variedad
Chenopodium quinoa, los granos se lavaron con agua destilada hasta la ausencia
de burbujas, para remover las saponinas naturales, para luego secar a 50°C en
horno (Quincy Lab, Burr Ridge, IL, EE. UU.) durante 24 h. Los granos secos se
molieron usando un molino de café (Krups, CDMX, México) hasta obtener harina

(alrededor de 0.4 mm de diametro).

Se obtuvo un extracto proteico, preparando una suspension de harina:agua
destilada en relacion 1:10 (p/v), se ajusté el pH a 11.0 con NaOH 1 N y se agité
durante una h en un agitador magnético. La suspension se centrifugd a 4000 rpm
(2,580 x g) durante 20 min a 4°C y se recuperd Unicamente el sobrenadante
(fraccidn de las proteinas de quinoa solubilizadas). El sobrenadante se sometié a
precipitacion isoeléctrica ajustando el pH a 4.0 con HCI 1 N y se agit6 durante 30
min en agitador magnético; después la solucion se centrifugé a 4000 rpm durante
20 min a 4°C y se recupero el precipitado (fraccidon de las proteinas de quinoa con

carga neutra).

El precipitado se sometié a un proceso de desgrasado con etanol al 96% (v/v)
(Toapanta, 2016), usando 100 mL de etanol por g de extracto obtenido; la solucién
se homogenizé por agitacion a 300 rpm en un frasco de vidrio cerrado
herméticamente a temperatura ambiente por 24 h. Posteriormente, la solucion se
centrifugé a 4000 rpm por 20 min a 4°C y el precipitado obtenido se secé en un
horno a 50°C por 24 h. Se determiné el contenido de proteina (Nx6.25) usando el
método Kjeldahl (AOAC 2023). La proteina obtenida (PQ) se empled para la

elaboracion del recubrimiento.
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5.2.6 Elaboracion de la solucion filmogénica como pelicula comestible

Se elaboraron peliculas comestibles bajo la metodologia descrita por
Bautista-Espinoza et al., (2023) con modificaciones. Se llevé a cabo un disefio
unifactorial con la concentracion de plastificante como Unico factor. Se prepar6 una
solucién de PQ con agua destilada al 2% (p/v), y se le ajusto el pH alcalino a 11.0
para la solubilizacion de las proteinas y se agité durante 1 h en plato de agitacion.

Paralelamente se preparo una solucion de quitosano (QT) en agua destilada
al 1% (p/v), se agregd acido lactico a una concentracion de 0.5% (p/v) y se

homogeniz6 durante 30 min en plato de agitacion.

Posteriormente se mezclaron ambas soluciones en relacion 4:1 PQ:QT (p/p)
en base a los solidos totales, es decir 28 mL de solucion de PQ al 2% y 14 mL de
solucion QT al 1%, para obtener 42 mL de solucién filmogénica, con la cual se
produce una pelicula de 90 mm de didmetro. La mezcla se homogeniz6 y se agregé
el plastificante, glicerol a concentraciones de 20, 30 y 40% en base a los sdlidos
totales, para lo cual se usaron volumenes de 0.11. 0.166 y 0.22 mL respectivamente,

y agitacion por 30 min.

Posteriormente todos los tratamientos se sometieron a homogenizacion de
alta velocidad por 3 min a 9500 rpm, usando el equipo Ultra-Turrax® T 25 (IKA-
Werke). Después se redujo el tamafio de particula mediante un bafio ultrasonico
Digital Bath 3800 (Emerson, MI, EE. UU.) durante 15 min a 60% de amplitud.

Una vez obtenidas las soluciones, se vaciaron en cajas Petri, y se secaron
en un horno por 12 h a 36°C (Rios-de-Benito et al., 2021).

Con la mejor concentracion de plastificante, se repiti6 el mismo proceso
utilizando Unicamente la mejor concentracion de plastificante (30%), en otro disefio
unifactorial con la concentracion de AECM como factor. Se usoé la concentracion con
mejor efecto antifiUngico obtenida por el método de difusion en disco de 25 mm de
diametro (4.52 cm?), para proceder a escalar la concentracién al area de las
peliculas de 90 mm de didmetro (58.08 cm?). La concentracion inicial 74.47 mg de

AECM se incrementd por un factor de 5y 10, equivalentes a 379y 744.7 mg, ya que
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los componentes de la matriz polimérica pueden interactuar con el agente activo y
en consecuencia no obtener el efecto inicialmente observado (Ochoa et al., 2017).
Se afadieron las diferentes concentraciones de AECM previo a la adicion del

plastificante, siguiendo la misma metodologia.

5.2.7 Caracterizacion de las soluciones filmogénicas como peliculas.

Se caracterizaron las peliculas previamente formuladas bajo un disefio
unifactorial, variando la concentracion de AECM, siendo los tratamientos la pelicula
control (sin AECM adicionado), 0.1g de AECM/g de pelicula seca, 0.52 g de AECM/g
de pelicula seca (5x), 1 g de AECM/g de pelicula seca (10x).

5.2.8 Espesor

El espesor fue medido con un micrémetro digital (Mitutoyo, Kanagawa,
Japodn), realizandose 10 mediciones aleatorias en cada pelicula (Giosafatto et al.,
2014).

5.2.9 Solubilidad

La solubilidad de las peliculas se determiné siguiendo el método de Garcia
et al. (2004), con modificaciones. Se cortaron aleatoriamente 3 porciones de 2x3
cm? de las peliculas previamente elaboradas, se llevaron a peso constante a 50°C

durante 18 h y se pesaron (peso inicial).

Posteriormente, las porciones previamente secadas y pesadas se pasaron a
un agitador orbital MaxQ™ 6000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.)
durante 1 h a 25°C a 180 rpm, para luego llevarse a peso constante a 50°C por 18
hy se registro el peso (peso final). El porcentaje de solubilidad se determin6 usando
la ec. (2):

Peso inicial — peso final

%Solubilidad = ( ) x 100 — — — — (Ec.2)

peso inicial
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5.2.10 Color

Se determind el color de las peliculas comestibles mediante la metodologia
descrita por Escamilla-Garcia et al., (2019), utilizando un colorimetro portatil
NR60CP (Shenzen, China). Se uso la escala CIELab, evaluando luminosidad (L*
blanco a negro), el espectro verde a rojo (a*) y el espectro amarillo a azul (b*). El
equipo fue calibrado con un fondo blanco y se tomaron como mediciones 10 puntos

de cada pelicula.

5.2.11 Propiedades mecanicas

Las propiedades mecénicas de las peliculas comestibles se determinaron segun
Bautista-Espinoza et al., (2023). La resistencia a la tensién, porcentaje de
elongacion y el médulo de Young se midieron usando un equipo Instron Universal
modelo 5543A (Instron, MA, EE. UU.). Las peliculas fueron cortadas en tiras de 7
cm de largo y 1 cm de ancho, se sometieron a humedad relativa de 70% por 4 h a
temperatura ambiente, antes de realizar las mediciones.

Se empled un analizador de textura TA-XT (TA Plus, Lloyd Instruments, West
Sussex, UK) equipado con pinzas mecanicas con separacion inicial de 50 mm y
operando a una velocidad de desplazamiento de 1 mm/s. De los datos de fuerza-
desplazamiento generados en el equipo, se determinaron los valores de esfuerzo y
deformacion, a partir de los cuales se determind el esfuerzo a la tension y el

porcentaje de elongacion a la fractura.

5.2.12 Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

La permeabilidad al vapor de agua de las peliculas se determiné siguiendo
el método estandar ASTM E96-00 (Bautista-Espinoza et al., 2023). Las muestras se
cortaron en forma circular con diametro de 40 mm; se cargé la celda de
permeabilidad con agua, se colocd la muestra de pelicula circular y la celda fue
sellada utilizando su tapadera horadada colocando la pelicula entre empaques de
silicon. El area total para la transferencia de vapor de agua fue de 9 cm?.

La celda conteniendo la pelicula se introdujo en la cAmara de permeabilidad
con control de temperatura, a 30 °C. Para mantener un gradiente de humedad
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relativa a través de la pelicula, dentro de la cAmara de permeabilidad se coloco silica
gel (previamente desecada). La pérdida de peso se determind gravimétricamente

durante un lapso de 12 h.

5.2.13 Actividad antifungica de las peliculas comestibles

La actividad antifingica de las peliculas se determind en base a la
metodologia descrita por Olicon-Hernandez et al., (2019) con modificaciones. Se
inoculdé A. niger GS1 en placas con PDA por el método de picadura, al cabo de 7
dias de crecimiento del micelio y esporas, se cortd el agar con micelio usando un
horadador estéril de 10 mm de diametro. Se prepararon nuevas peliculas de los
tratamientos control, 1x, 5x y 10x, con diametro de 100 mm, y se colocaron sobre
placas con agar PDA y sobre las peliculas se coloc6 con ayuda de pinzas estériles
el circulo previamente escindido. Paralelamente se crecid A. niger en una placa
nueva a la cual se le coloco el mismo diametro del agar con micelio escindido (10
mm) y se tom6 como control positivo. Se tomaron fotos del crecimiento desde la
hora cero hasta el dia 6 (momento en que el control positivo cubri6 la caja al 100%),
y se analizo el area de crecimiento mediante el software ImageJ. El porcentaje de
inhibicién antifungica se calcul6 usando la ec. (3):

100

Porcentaje de inhibicion (%) = (100 — (E X AC)) ————(Ec.3)

Donde: AT= Area total de la placa, AC= Area de crecimiento de A. niger

Metodologia del objetivo 2

5.2.14 Activacion de L. lactis

La activacion de la cepa L. lactis NRRL B-50307 se realiz6 usando la
metodologia descrita por Bautista-Espinoza et al., (2024) con modificaciones. Se
realizaron 3 activaciones de L. lactis NRRL B-50307, primeramente, se colocaron
chaquiras de una conserva de -70°C en 10 mL de medio M17 adicionado al 0.5%
(p/v) con una solucion estéril de lactosa al 10% (p/v) y se incubéd por 24 h a 30°C.

La segunda activacion consistio en inocular el primer cultivo de L. lactis al 1% (v/v)
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en 20 mL de caldo M17, adicionado al 0.5% de lactosa y se incub6 a 30°C durante
12 h. La tercera activacion se realizé en 1 L de caldo M17 adicionado con 0.5% de

lactosa y se incubé a 30°C por 8 h.

Posteriormente la muestra se centrifugé en una centrifuga Avanti J 301
(Beckman, CA, EE. UU.) a 2,580 x g por 20 min a 4°C, se recupero la pastilla celular
y se lavo con agua peptonada, y luego se homogenizd en un mezclador de vértice
Vortex-Genie® (Scientific Industries, NY, EE. UU.) por 2 min a velocidad 9 (3200
rpm). Posteriormente, se volvié a centrifugar en las mismas condiciones y se
recupero la pastilla celular ya lavada, la cual se volvi6 a homogenizar con agua
peptonada. Después, se determind la poblacion de la suspension de L. lactis en
agua peptonada, por el método de Miles-Misra (1938) en agar M17 suplementado
con 1% de lactosa al 10% (p/v), 0.004% de purpura de bromocresol (BCP) y 100

Mg/L de rifampicina. Las placas se incubaron a 30°C durante 48 h.

La suspension de L. lactis fue almacenada a 4°C (por no mas de una semana
ya que la viabilidad celular disminuye) y previo a su uso se verifico la viabilidad por

el método de siembra previamente descrito.

5.2.15 Inoculacién de L. lactis en masa madre

La inoculacién de L. lactis en masa madre se realizd segun Venturi et al.,

(2019) con modificaciones.

Las condiciones estandarizadas en la elaboracion de la masa madre tipo IV
fueron: T:A en relacién 9:1 (p/p) y agua destilada, teniendo esta mezcla de harinas
una hidratacion del 75-80% aproximadamente, llegando a una textura manipulable,
sin llegar a ser seca, pero tampoco liquida. Se realizaron experimentos exploratorios
preliminares, donde se inocularon 4, 5, 6, 7 y 10 log UFC/g de L. lactis y se utiliz6
que la concentracion donde crecia en mayor concentracion L. lactis, 5 log UFC/g.
Por tanto, en esta investigacién se inocularon 5 log UFC/g de L. lactis en masa
madre con relacién T:A 9:1 (p/p), con 75-80% de agua destilada; el control
se elaboro sin el inoculo. Se realizé un Unico refresco o alimentacion a las 24 h de

fermentacion, sin eliminar masa ya fermentada y agregando la misma cantidad que
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al inicio de la elaboracion de la masa madre (duplicando la cantidad de masa), bajo
la proporcion de condiciones estandarizadas, fermentando 24 h mas, 48 h en total

desde el inici6 de la fermentacion.

5.2.16 Determinacion de poblacion bacteriana en masa madre

Las evaluaciones para la determinacion de poblacion bacteriana se
realizaron a la masa madre a las 0 y 24 h después de la inoculacién (antes del
refresco), a las 48 horas de fermentacion desde la elaboracion inicial, siguiendo los

procedimientos establecidos en el Manual Analitico Bacteriologico (BAM, 2024).

Para la determinacion de poblacion de levaduras, se diluyé 1 g de muestra
con 9 mL de agua peptonada, y se realizaron diluciones decimales hasta 10°. Se
inoculé 1 mL de cada dilucion por el método de vaciado en placa en cajas con agar
YPD suplementado con 0.05 g/L de cloranfenicol para la inhibiciobn de bacterias
acido lacticas y se incubaron durante 48 h a 25°C.

La determinacion de las bacterias acido lacticas (BAL), se us6 el método de
Miles-Misra (1938), realizando diluciones decimales hasta 10° de las muestras de
masa madre. Después se inocularon en agar MRS suplementado con 0.1g/L de
natamicina para la inhibicion de levaduras, se incubaron a 30°C por 48 h.

La poblacion de L. lactis se cuantifico usando la misma metodologia que para
las BAL, pero usando el medio M17 suplementado con 1% de lactosa y 100 ug/L de

rifampicina, ya que L. lactis NRRL B-50307 es resistente a este antibidtico.

5.2.17 Cuantificacion de azUcares reductores

Los azlcares reductores se determinaron usando el método descrito por
Deshavath et al.,, (2020). Primero se realizé una curva estandar de glucosa,
obteniendo la siguiente ecuacion de la recta (Ec. 4), con un coeficiente de

determinacion (R?) = 0.990:

y = 392.04x + 73.889 — — — — (Ec.4)
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Donde y indica azucares reductores (glucosa, mg/L) y x indica la absorbancia

Se analizaron las muestras de masa madre y control a las 0, 24 (previo al
refresco) y 48 h de fermentacion, las cuales se diluyeron con agua destilada, se
homogenizaron en un mezclador vértice y se centrifugaron a 2,580 x g por 15 min a
4°C. Posteriormente, se adiciond en partes iguales a cada muestra diluida una
solucion del reactivo DNS: acido 3,5 dinitrosalicilico 10 g, tartrato de sodio y potasio
30 g, NaOH 16 g, agua destilada 1 L. Las muestras se sometieron a ebullicion por
5 min, se enfriaron con agua y hielo, y se midié la absorbancia a 540 nm en un
espectrofotometro Genesys 10UV (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Los
azucares reductores se cuantificaron de acuerdo con la ec. (4) y el valor obtenido

se multiplicé por la dilucién efectuada.

5.2.18 Cuantificacion de pHy Acidez Titulable Total

La acidez titulable total se determind usando el método de Kingamkono et
al., (1994). Se us6 1.0 g de muestra de la masa madre de los diferentes tratamientos
a las 0, 24 (previo al refresco) y 48 h (después de la fermentacion). Se afiadieron
9.0 mL de agua destilada, las muestras se homogenizaron usando un mezclador de
vortice y se midi6é el pH con un potenciémetro EDGE® BLU 12202-01 (Hannah®
instruments, Smithfield, RI EE. UU.). La titulaciébn potenciométrica se realizé con
NaOH 0.1 M, hasta alcanzar un pH de 8.5, el resultado se expresé en g de acido

lactico/100 g de muestra, segun la ec. (5):

NXVXM
Dx100

% acido lactico = — ———(Ec.5)

Donde N= Cantidad utilizada en mL de NaOH; B= Normalidad del NaOH; C=:

Peso equivalente en gramos de acido lactico; D= Peso de la muestra en g

5.2.19 Cuantificacion de nisina en masa madre

La cuantificacion de nisina se realizo usando el método British Standard BSI

4020, (1974). Se utilizé Micrococcus luteus NCIMB 8166 como microorganismo
indicador, el cual se incubd durante 48 h a 30 °C en medio assay: peptona 1%,
extracto de carne 0.3%, sal 0.3%, extracto de levadura 0.15%, azUcar de cafia 0.1%,
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agar 1%, ajustado a pH de 7.5. Posteriormente se inoculé mediante extension en
superficie en agar assay y al cabo de 48 h a 30°C, se recuperd la biomasa utilizando
un asa esteéril de vidrio y solucion ringer ¥a: cloruro de sodio 0.225 %, cloruro de
potasio 0.0105%, cloruro de calcio 0.012% y carbonato de sodio 0.005%.
Seguidamente, se ajustd con dicha solucion hasta obtener una absorbancia de

Asso= 0.3, y se almacen¢ a 4°C.

Se analizaron muestras de masa madre de los tratamientos a los tiempos (h)
de 0, 6, 24 (previo al refresco), 30 y 48 (al finalizar la fermentacion). Diez g de cada
muestra se homogenizaron con una solucién estéril de HCI 0.02 N, utilizando un
mezclador de vortice, para luego ajustar el pH a 2.0 con HCI 1 N y se afor6 la
muestra a 50 mL. Las muestras se llevaron a ebullicion por 60 s, y se centrifugaron
por 15 min a 4°C, a 2,580 x g, el sobrenadante se ajusté a pH 5.0 con solucién
estéril de NaOH 1 N, con el fin de inactivar los acidos organicos (acido lactico) y
evitar su contribucién en la inhibicion del microorganismo indicador. Finalmente, las
soluciones con nisina extraida se filtraron a través de una unidad portafiltro Swinnex
estéril de 0.45 ym de diametro de poro (Millipore, Burlington, MA, EE. UU.) utilizando

una membrana de 0.45 pym de tamafio de poro (Millipore).

Se inoculé por vaciado en placa la suspension de M. luteus (2% en
volumen/placa) previamente ajustada a una Aeso de 0.3, en 40 mL agar assay (agar
1%, 1.25% Tween 20), en placas de 180 mm. Luego se realizaron orificios con un
horadador estéril de 7-9 mm de diametro y dentro de cada uno se afiadieron 60 uL
de la nisina extraida de cada tratamiento, por separado, se mantuvieron por 30 min
hasta secarse. Después se almacenaron de forma invertida por 48 h a 30°C, para
luego observar los halos de inhibicién para determinar la concentracion de nisina,

usando una curva estandar previamente elaborada (Patifio-Galvan 2014).

Metodologia del objetivo 3

5.2.20 Disefio experimental para la elaboracion de los panes.

Se realiz6é un disefio experimental 22, aleatorizando el orden de elaboracién

de las unidades experimentales, usando el software Minitab v. 21.3 (2022). Los
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factores fueron el indculo de L. lactis en masa madre y el recubrimiento comestible
activo, siendo los niveles de ambos factores la presencia y ausencia de cada uno
de ellos (Tabla 3).

Tabla 3. Factores y niveles en el disefio experimental para elaboracion de los

panes
Nivel
Factor
1 -1
Inoculacion de L. lactis en masa madre Presencia Ausencia
Recubrimiento comestible Presencia Ausencia

Los tratamientos de los panes de masa madre fueron, (C) pan de masa
madre control ausencia de inoculacion de L. lactis y de recubrimiento comestible,
(CR) pan de masa madre con ausencia de inoculacion de L. lactis en masa madre
y presencia del recubrimiento comestible, (L) pan de masa madre con presencia de
la inoculacion de L. lactis en masa madre y ausencia de recubrimiento comestible,
(LR) pan de masa madre con presencia de inoculacion de L. lactis en masa madre

y recubrimiento comestible.

5.2.21 Elaboracién del pan de masa madre

El pan de masa madre fue elaborado en base a la metodologia descrita por
Jekle et al., (2010) con las modificaciones correspondientes a partir de pruebas
preliminares. Se utilizaron las masas madre previamente obtenidas, con los
tratamientos ya mencionados: 66% en peso de masa no fermentada (9:1 T:A, con
75-80% en peso de agua destilada) y 33% en peso de masa madre inoculada o no
con 5 log UFC/g de L. lactis, 28 g de sal/kg de masa total, levadura liofilizada oro

Nevada® (Lesaffre, Toluca, México) 2 g/kg de masa total (0.2%).
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Se procedié a mezclar y amasar los ingredientes hasta tener una masa de
consistencia moldeable, elastica y no pegajosa, se dej0 reposar en bandejas
tapadas con una tela a temperatura ambiente por 45 min, posteriormente se hicieron
dobleces desde las orillas hasta al centro y se dejo reposar durante 30 min a
temperatura ambiente, repitiendo el ultimo paso 3 veces. Posteriormente se
procedié a guardar las masas pre-fermentadas en refrigeracion a 4°C durante 18 h.
Posteriormente, se reposaron las masas a temperatura ambiente por 1.0 h y se

evalud la poblacion de BAL, levaduras y L. lactis (seccion 5.2.16).

Se hornearon los panes en un horno Ninja DT201 (SharkNin, MA, EE. UU.)
a 232°C durante 25 min en moldes tapados, posteriormente se destaparon y se
hornearon a 232°C por 15 min. Después de enfriar, se aplicé el recubrimiento
previamente formulado a los tratamientos que lo requerian, usando el método de
barnizado con una brocha de cocina, con la formulacion 10x, hasta el paso previo
al secado, en condiciones asépticas siguiendo las buenas practicas de higiene
segun la NOM-251-SSA1-2009 (Practicas de higiene para el proceso de alimentos,
bebidas o suplementos alimenticios).

5.2.22 Analisis Microbiolégico

Todos los panes destinados a la evaluacién sensorial se sometieron a
analisis microbioldgico para garantizar la inocuidad de las muestras y que no
representasen riesgo a los panelistas, en base a las Normas Oficiales Mexicanas
(NOM-111-SSA1-1994; NOM-092-SSA1-1995; NOM-247-SSA1-2008; NOM-147-
SSA1-1996.) los grupos microbianos analizados se describen a continuacion. El
analisis microbiologico también se realizé a los tratamientos para determinaciéon de

vida de anaquel durante los dias 0, 3.5, 7, y 10.5.

5.2.22 Conteo de mohos y levaduras

Se pesaron 10 g de cada muestra y se adicionaron 90 mL de agua peptonada
(peptona de caseina 0.1%) y posteriormente se homogenizaron. Se realizaron
diluciones decimales para luego inocular 1 mL de cada dilucién por vaciado en

placa, usando 25-30 mL de agar papa-dextrosa, para luego homogenizar

38



manualmente, dejar solidificar e incubar a 25° + 1°C. El recuento de colonias se
realizo a los 3, 4 y 5 dias de incubacion, reportandose la poblacién a los 5 dias
(NOM-111-SSA1-1994).

5.2.23 Conteo de coliformes totales

A partir de las diluciones preparadas como se describe en la seccion 5.2.22,
se realizo el recuento de coliformes totales, mediante vaciado en placa de 1 mL de
cada dilucion y 15-20 mL de agar bilis rojo violeta. Se homogenizaron, se dejaron
solidificar y se agregaron 5-10 mL m&s del mismo medio en una sobre capa, se
incubd a 35°C por 24 h, para luego contar las colonias (NOM-247-SSA1-2008).

5.2.24 Conteo de mesofilos aerobios

A partir de las diluciones previamente preparadas, se cuantificaron las
bacterias mesdfilas aerobias mediante vaciado en placa de 1 mL de cada dilucién,
afadiendo 25-30 mL de agar para cuenta estandar. Se homogenizé manualmente,
se dejo solidificar y se incub6 a 35°C por 48h, para luego efectuar el recuento de la
poblacion (NOM-092-SSA1 1994).

5.2.25 Analisis sensorial de los tratamientos de pan de masa madre

Para llevar a cabo el andlisis sensorial, los resultados del analisis
microbiolégico para las muestras de pan fueron como maximo permisible: 1000
UFC/g de mesofilos aerobios, 10 UFC/g coliformes totales y 20 UFC/g de hongos y
levaduras, para garantizar la inocuidad de las muestras (NOM-147-SSA1-1996).

La evaluacion sensorial de los panes de masa madre, se realizé con un panel
no entrenado de 50 evaluadores, considerando la diversidad de gustos por parte de
los consumidores, confiriendo mayor precisibn y menor sesgo a la evaluacion
(Hough & Garitta 2012).

Los criterios de inclusion del reclutamiento de los consumidores fueron:
personas que consumiesen pan habitualmente (1 vez por semana) y edad entre 18
a 70 afos. Los criterios de exclusion fueron: personas que no gusten del pan o no
lo consuman habitualmente (1 vez por semana), personas con alergias a trigo,
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amaranto, nisina, quitosano (6 crustaceos como camaron), canela o intolerantes al
gluten (celiacos) (Anexo 2) (Hernandez, 2005; Cainapa, 2020). El reclutamiento de
los consumidores que conformaron el panel evaluador se llevo a cabo mediante la
invitacién grafica (Anexo 5) difundida en linea en redes sociales (WhatsApp e
Instagram) y de manera fisica utilizando posters y carteles en la Facultad de

Quimica en la Universidad Autdnoma de Querétaro (Anexo 4).

El andlisis sensorial llevado a cabo fue uno degustativo afectivo, ya que los
panelistas probaron muestras de los panes en rebanadas de aproximadamente 5
cm?, se les presentaron de forma aleatoria y codificada en un laboratorio de analisis
sensorial, donde no tenian comunicacion con otros panelistas y tenian una luz

adecuada que no interfiriera con la apreciacién visual de la muestra.

Las variables respuesta a evaluar fueron: color, olor, sabor, textura y
aceptacion general utilizando una escala heddnica de 9 puntos, y se determiné cual
fue el mejor tratamiento y posteriormente se evalu6 la vida de anaquel de los
tratamientos (Anexo 4) (Hough, 2010).

Metodologia para el objetivo 4

5.2.26 Vida de anaquel

Se determind la vida de anaquel de los tratamientos C, CR, L y LR de los
panes de masa madre obtenidos a partir de la metodologia del objetivo 3. Los panes
se sometieron a un disefio basico de vida de anaquel acelerada, donde las unidades
experimentales fueron almacenadas en bolsas herméticas (Ziploc®, WI, EE. UU.)
en una cadmara climatica Climacell CLC-B2V-M/CLC 111-TV (MMM Group, Munich,
Alemania) por 3 dias a 37 + 2°C, 55 + 5% de humedad relativa, 10% de aire. A los
dias, 0, 1, 2 y 3, equivalentes a 0, 3.5, 7 y 10.5 dias en almacén a temperatura
ambiente, respectivamente, se midieron las siguientes variables: perfil de textura,

volumen, humedad, color y las poblaciones microbianas.
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5.2.27 Analisis microbioldgico

El analisis microbioldgico se realizo segun la seccidon 5.2.22-5.2.24 se aplic

a muestras de los tratamientos en los dias 0, 3.5, 7 y 10.5.

5.2.28 Perfil de Textura

Se analizaron los 4 tratamientos de pan de masa madre mediante la
metodologia descrita por Bautista-Espinoza et al., (2023), utilizando un analizador
de textura TA-XT2Plus (Texture Analyzer, Stable Micro Systems, Surrey, Reino
Unido) para la evaluacion de firmeza expresada en Newtons (N). Se utilizé una
sonda de 20 mm de didmetro y una velocidad de cabezal de 10 mm/s, penetrando
2 veces a una distancia de 10 mm a partir de la superficie de la muestra, durante un
intervalo de tiempo de 10 segundos para determinar el punto de ruptura del

producto.

5.2.29 Volumen

El volumen de los tratamientos se evalu6 por el método de desplazamiento
de azucar (Ragaee & Abdel-Aal, 2006). El pan se coloc6 en un recipiente de
volumen conocido, luego se llend el recipiente con azucar; posteriormente se retird
el pan y se registro el volumen del azucar. El volumen del pan fue calculado como
la diferencia entre el volumen total menos el volumen del aztcar contenido al retirar

el pan.

5.2.30 Humedad

La humedad de los panes se determind por el método de la AOAC (2023),
utilizando rebanadas con corteza y miga. Se pesaron 10 g (peso inicial) y se secaron
en un horno a 50°C durante 24 h, posteriormente se registré el peso (peso final), y

el contenido de humedad se calcul6 usando la ec. (6):

Pi-Pf
Pi

%Humedad = (“=X x 100) = — = — (6)

Donde Pi= peso inicial; Pf= peso final.
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5.2.31 Color de los panes

Se determiné el color de los panes de masa madre la metodologia descrita
por Escamilla-Garcia et al., (2019) con modificaciones, utilizando un colorimetro
portati  NR60CP (Shenzen, China). Se usO la escala CIELab, evaluando
luminosidad (L* blanco a negro), el espectro verde a rojo (a*) y el espectro amarillo
a azul (b*). El equipo fue calibrado con un fondo blanco y se tomaron como
mediciones 10 puntos de cada pan de masa madre, tratando de tomar las

mediciones en las distintas tonalidades de los panes.

5.2.32 Analisis proximales

Se realizaron los analisis proximales a los tratamientos inmediatamente
después de su elaboracion, usando la metodologia del AOAC (2023), y se determiné

la humedad, proteina, grasa, fibra, ceniza y carbohidratos.

La humedad (método 925.09) se determin6 en muestras de 5 g de pan por
calentamiento directo, utilizando un horno (Quincy Lab, Burr Ridge, IL, EE. UU) a

50°C por 18 h, hasta peso constante.

La proteina se determind en pan previamente secado por el Método macro
Kjeldahl (método 954.01) (AOAC, 2023). El método incluye digestiébn con &cido
sulfarico y sulfato de sodio, para aumentar el punto de ebullicién del acido, y sirvio

como catalizador para acelerar la reaccion.

La grasa se determiné por el método Soxhlet (método 920.39), con muestras
de pan previamente secas Y trituradas (3 g), utilizando éter de petroleo (200 mL) en
equipo tipo soxhlet durante 6 h (AOAC, 2023).

La fibra cruda (método 962.09) se evalu6 en muestras secas Yy
desengrasadas, utilizando la separacion de los materiales solubles en H2SOa4
(1.25% p/v) y después en solucion alcalina (NaOH) (1.25 % p/v). La fibra cruda se
estimo6 como la pérdida por calcinacion del residuo de las digestiones acidas y
alcalinas de la muestra (AOAC, 2023).
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Las cenizas se cuantificaron mediante incineracion de las muestras secas
(método 923.03), mediante una mufla a 500-600°C durante 2-6 h aproximadamente

(hasta que la muestra estuvo libre de carbén blanco o gris) (AOAC, 2023).

El contenido de carbohidratos se obtuvo por la diferencia de 100 menos los
porcentajes de los componentes previamente obtenidos (AOAC, 2023).

5.2.33 Vida de anaquel microbiana cualitativa

Al no observarse crecimiento microbiano en los panes de masa madre en la
vida de anaquel acelerada, se procedié a someter los panes elaborados bajo la
misma metodologia (secciobn 5.2.21) en bolsas herméticas, en condiciones
ambientales normales, con un maximo de hasta 31°C y un minimo de 14°C, hasta
la aparicién de desarrollo microbiano de hongos visible, lo cual fue documentado

con fotografias.

5.3 Anélisis estadistico

Todos los andlisis fueron realizados por triplicado, se report6 la media de tres
experimentos independientes + la desviacion estandar. Para determinar diferencias
significativas entre medias, se uso la prueba de Tukey con a= 0.05. Se usaron las
pruebas de Dunnett cuando se compar6 contra el control y Kruskall-wallis en el
analisis sensorial para establecer diferencias entre tratamientos. Para el andlisis

estadistico se utiliz6 el software Minitab v. 21.3, (2022).
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6.RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados del objetivo 1

6.1 Extraccion del aceite esencial de canela

El AEC se extrajo mediante destilacion por arrastre de vapor. El
pretratamiento asistido por ultrasonido permitié acortar el tiempo de extraccion de 3
h a 2 h, debido a que las ondas sonoras rompen las células vegetales y liberan su
contenido al entorno de extraccion (Belhachat et al., 2018).

El rendimiento obtenido fue bajo y con una alta variabilidad, siendo de 0.09
+ 0.07% en peso, menor a lo reportado por Bautista-Espinoza et al. (2023), quienes
obtuvieron el 1.33 £ 0.12% en peso, usando los mismos pardmetros que en la
metodologia de esta investigacion (10 min, 60% de amplitud, pulsos de 27:33
segundos on:off), aunque la canela fue de diferentes cultivos. El bajo rendimiento
se debe probablemente al lote de canela utilizado, ya que, segun Bernard et al.,
(1989) la posicion geogréfica, el cultivo, la variedad de canela, la época de cosecha
y el método de extraccion, afectan significativamente el rendimiento de extraccién
de los AE.

Sin embargo, el resultado obtenido concuerda con Zekaria & Calier (2014),
quienes mencionan que el rendimiento de extraccién de los AE varia del 0.01% al
2%. Por lo anterior, se opto por utilizar aceite esencial de canela comercial de grado

alimenticio (Oleum Vitae) para seguir con el estudio.

6.2 Microencapsulacién de aceite esencial de canela

6.2.1 Rendimiento de microencapsulacién

El rendimiento de la microencapsulacion del AEC, basado en la recuperacion
de sdlidos totales, fue del 83.7 + 1.2 %, similar al valor reportado por Hernandez-
Hernandez et al. (2014), para AE de orégano, siendo del 80.7%. Estos autores
usaron los mismos parametros del presente estudio (temperatura de entrada del

aire 190°C y de salida 100-110°C). Por otro lado, el manual de operacion del equipo
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Mini Spray Dryer B-290, especifica hasta un 70% de rendimiento en el secado por

aspersion.

Por su parte, Van et al., (2024) obtuvieron un rendimiento de 64.1 + 3.1 %
con Citrus latifolia (limén Tahiti) microencapsulado con maltodextrina, al utilizar una
temperatura de entrada de 180°C. Sin embargo, al descender la temperatura del
aire de entrada a 140°C aumentaba el rendimiento hasta 89.6%, lo cual se atribuy6
a que mayores temperaturas podrian ocasionar grietas al material de pared. Por
otro lado, Millinia et al., (2024) microencapsularon antocianinas de Hibiscus
sabdariffa L. (flor de Jamaica) con maltodextrina, obteniendo un rendimiento

maximo de 73.6 = 5.1 % (en peso).

El alto rendimiento obtenido en la presente investigacion se debe a que la
relativamente alta temperatura del aire de entrada permite una mayor eficiencia al
proceso de transferencia de masa, lo cual resulta en un alto rendimiento (Tee et al.,
2012).

6.2.2 Eficiencia de microencapsulacion

El proceso de microencapsulacion no es 100% eficiente, ya que se pierde
una fraccion del material encapsulado durante el proceso y queda cierto porcentaje
de aceite libre 0 encapsulado de manera superficial sobre las microcapsulas, lo cual
se define como aceite libre superficial (Tan et al., 2005; Bae & Lee, 2008) por lo que

se determino la fraccion de AEC encapsulado y superficial.

La recuperacion total (aceite superficial mas aceite encapsulado) del AEC
después del proceso de microencapsulacion fue de 87.02 + 8.82 %, mientras que la
recuperacion del AEC superficial (no encapsulado) fue de 23.9 £ 6.6 %. Por lo tanto,
la eficiencia de microencapsulacion del AEC (contenido dentro de las capsulas) fue
del 63.1 + 2.2 %. Esta eficiencia fue menor que la reportada por Van et al., (2014)
gue fue del 89.6 + 0.2 % al utilizar una temperatura de aire de entrada de 180°C,
gue es ligeramente inferior a la utilizada en este trabajo. Estos autores observaron

gue un aumento en la temperatura de entrada acelera el proceso de secado, pero
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con el riesgo de que el material de pared presente grietas, provocando asi la pérdida

del AE contenido dentro de la capa externa.

Por otro lado, Millinia et al., (2024) obtuvieron una eficiencia de 50.3 % en la
microencapsulacion de antocianinas con maltodextrina, lo cual pudiera atribuirse a
que la temperatura del aire de entrada fue de 120°C, menor a la de este trabajo. De
acuerdo con Van et al., (2014), la menor velocidad de secado produjo una menor

eficiencia de microencapsulacion.

La vida util del AEC aumenta al microencapsularse, debido a la proteccion
del compuesto activo principal, el cinamaldehido, de factores ambientales (Shahidi-
Noghabi & Molaveisi, 2020). Por lo anterior, se concluye que se realizé una
microencapsulacion eficaz, al obtener un rendimiento mayor al de diversos estudios,
lo que indica, que el almidon octenil succinico (HI-CAP 100®) es un buen
emulsionante y material de pared del AEC.

6.3 Actividad antifungica del aceite esencial de canela en soluciéon y

microencapsulado (método de incubacion de esporas).

Se determind la actividad antifungica del AEC (Oleum vitae®), en solucion y
microencapsulado mediante el método de incubacién de esporas, para su posterior
uso en la formulacion de un recubrimiento comestible. Las concentraciones (mg/mL)
de 0.5 (500 ppm), 0.7 (700 ppm) y 1 (1000 ppm) del AEC, en solucion y

microencapsulado mostraron inhibicién contra Aspergillus niger.

Tomando en cuenta que el AEC es un producto comercial, es posible que el
tiempo transcurrido entre su produccién, venta y uso actual, resultara en menor
efecto antifingico. Por lo anterior, se parti6 de la concentraciébn minima fungicida
reportado por Soliman & Badeaa, (2002) y de Mahdi et al. (2021), de 500 ppm.

Usando esta concentracion del AEC en solucién y microencapsulado contra
las esporas de A. niger, no se observé crecimiento con 0.5 mg/mL de AEC (Figura
6b) ni con 1 mg/mL (Figura 6d). No obstante, el control positivo (sin AEC) si mostro
crecimiento del micelio (Figura 6a). De manera similar, en todos los tratamientos
donde se agregd la misma concentraciéon de AEC microencapsulado (AECM) y en
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el control negativo, no se observé crecimiento alguno (Figura 6 e-h) después de 7
dias de incubacion.

Figura 6: Efecto antifingico del aceite esencial de canela (AEC), en solucion y
microencapsulado (AECM). Donde: AEC en solucion: (a) control positivo sin AEC,
(b) 0.5 mg/mL, (c) 0.7 mg/mL, (d) 1 mg/mL. AECM: (e) 0.5 mg/mL, (f), 0.7 mg/mL,
(9) 1 mg/mL, control negativo (h).

6.4 Actividad antifungica del aceite esencial de canela en emulsion y
microencapsulado (método difusion en disco).

Al evaluar la actividad antifangica del AECM contra A. niger por el método de
difusion en disco, se observo que la concentracion con mayor efecto fue la de 0.1
mg/membrana de PVDF de 25 mm de diametro, con area de inhibicién de 31.7 +
3.4 % (20.3 cm? + 1.1 cm?).

La concentracion de AEC en el AECM fue estimada por un balance de
materia entre el AEC inicial y el recuperado en las microcapsulas, tomando en
cuenta los sélidos totales y que el porcentaje de AEC total en el AECM es de 17.6%
en peso. Por lo anterior, se necesitarian 74.2 mg de AECM para obtener una
concentracion aproximada de 12.8 mg de AEC por pelicula de 90 mm de diametro,

lo que sirvib como punto de partida, denominada como 1x.
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Sin embargo, el AEC en emulsiébn bajo la misma concentracion (0.1
mg/membrana tuvo un area de inhibicion de 41.2 + 2.9 % (26.4 + 1.9 cm?). Esto
pudiera estar relacionado con algun tipo de interaccion entre el AEC y el material de
pared (almidon octenil succinico) por lo que fue necesario realizar pruebas con
mayores concentraciones. EI AEC en emulsion y el AECM se compararon usando
el método de difusion en disco, ya que se deseaba evaluar el efecto contra A. niger
bajo las mismas concentraciones estimadas. El menor efecto del AECM podria
deberse a que el proceso y eficiencia de microencapsulacion no fue 100% efectivo
por lo que pueden existir interacciones entre el material de pared y el AEC, aunque

por si solo puede conferir sabores amargos, degradarse y volatilizarse.

Elgayyar et al., (2001), efectuaron un estudio antifingico con diferentes AE,
obteniendo la méxima inhibicibn con AE de albahaca y orégano (cada uno por
separado). El area de inhibicién fue de 59.44 cm? (87 mm didmetro) contra A. niger,
utilizando una concentracion de 24 mg de AE (de orégano o de albahaca)
/membrana, es decir se inhiben 2.47 cm? por mg de AE de orégano o albahaca. Este
resultado se obtuvo utilizando 24 veces mayor concentracion de cada uno de los
AE por separado, por membrana que, en el presente estudio, ademas mencionan
gue puede gue no sean Utiles como conservantes alimenticios ya que estos tienden

a evaporarse al estar libres.

En la presente investigacién se obtuvo un area de inhibicibn mayor por mg
de aceite (se inhibieron 29.74 + 0.26 cm? por 5.77 mg de AECM), donde la cantidad
gue estimamos de AEC fue de 1 mg, por lo que el AECM resulta ser mas efectivo

contra A. niger que el AE de orégano o el AE de albahaca.

6.5 Elaboracion de la solucién filmogénica

6.5.1 Extraccion de proteina de quinoa

Se obtuvo un rendimiento de extraccién de proteina a partir de harina de
quinoa de 5.4 £ 0.4 % en peso, una vez realizado el método de precipitacion
isoeléctrica y desgrasado con etanol. La cantidad de proteina en el extracto proteico

seco fue de 75.8 + 1.12 % en peso, mientras que el porcentaje de proteina en la
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harina de quinoa fue del 6.4 % + 1.0 % en peso, por lo tanto, el rendimiento del
proceso de extraccion (proteina total en el extracto) fue del 85.2 + 1.0 % vy la
eficiencia de extraccion de proteina (proteina total recuperada de la harina) fue del
68.8 + 1.0%.

Los resultados obtenidos en el presente estudio fueron mejores que lo
reportado por Quelal et al., (2019), quienes trabajando con harina de quinoa
previamente desgrasada con etanol obtuvieron un 73.4 £ 0.7 % de proteina (base
seca) en su extracto. En este estudio se desgraso la harina con etanol antes de
someterse a la precipitacion isoeléctrica. De acuerdo con Gongalves et al., (1997)
el lavado con etanol es un paso para purificar las proteinas solubles de compuestos
insolubles no proteicos. Por otro lado, L’hocine et al., (2006), informan que el etanol
ha mostrado gran eficacia en cuanto el proceso de desgrasado de extractos
proteicos, similar al hexano. En otro estudio, Toapanta, (2016), obtuvo un extracto
de quinoa con 65.0 % de proteina, mientras que Bautista-Espinoza et al., (2023)
reportaron 63.0% de proteina en su extracto. En estos dos ultimos estudios no se

realiz6 un desgrasado, por lo cual se obtuvo menor porcentaje de proteina.

6.5.2 Elaboracion de pelicula comestible a partir de la solucién

filmogénica del recubrimiento

Se obtuvieron 3 peliculas comestibles mediante el método de eliminacién de
solvente a 35°C durante 12 h, donde al inicio el Unico factor fue el plastificante
glicerol, a tres concentraciones: 20, 30 y 40 % en peso, en relacién a los sélidos
totales (0.7 g de PQ:QT; relacion 4:1 p/p por 42 mL de solucion). La concentracion
del 20 % de plastificante resultd en peliculas quebradizas y dificiles de despegar,
mientras que la concentracion del 40 % resulté en peliculas un poco viscosas y
hamedas. El 30% de concentracion del plastificante fue la mejor formulacién, pues

se logro obtener peliculas faciles de manipular y flexibles (Figura 7).
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Figura 7. Peliculas de proteina de quinoa y quitosano en proporcion 4:1 (p/p)
respectivamente, 30% de glicerol en relacion a soélidos totales. Sus caracteristicas
superficiales fueron de apariencia translucida, homogéneas y manipulables.

Después de determinar la concentracion Optima de glicerol, se procedio a
tomar como concentracion de AECM la que tuvo mejor actividad antifUngica contra
A. niger. La mejor actividad antifingica fue la de 1 mg de AEC estimado (previo al
resultado de eficiencia de microencaspulacion), es decir 5.77 mg de AECM por 4.52
cm? de area en la prueba de difusién en disco (considerando para el calculo el 100%
de los sélidos totales, y que todo el AEC se encontraba en las microcapsulas) por

membrana de 25 mm de diametro.

De acuerdo con Bautista-Espinoza, (2023), se requieren 42 mL de solucion
filmogénica de proteina de quinoa y quitosano (PQ:QT 4:1) para que después de
vaciarse en una caja Petri y una vez seca (85.93 + 3.02% de so6lidos), se obtenga
una superficie de 90 mm de didmetro (con un espesor de 0.19 £ 0.029 mm). Por lo
tanto, se utilizaron 74.17 mg de AECM (1x) por cada pelicula comestible, a partir de
42 mL de solucion filmogénica con el fin de obtener un area de 90 mm de diametro
(58.08 cm?). Se determindé un aproximado de 12.97 mg de AEC por pelicula

considerando que hubiese un 100% de AEC tomando en cuenta los solidos totales
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previo al proceso de microencapsulacion, a sabiendas que una fraccion del AEC se

pudo haber evaporado durante el proceso.

En el caso de las peliculas 5x se utilizaron 370.87 mg de AECM para obtener
un estimado de 64.5mg de AEC y en el caso de las peliculas 10x se utilizaron 741.74
mg de AECM para obtener un estimado de 129.8 mg de AEC.

6.6 Caracterizacion de las soluciones filmogénicas como peliculas

6.6.1 Espesor

Los resultados de espesor indican que no hubo diferencias significativas
(p>0.05), entre las peliculas control (sin AECM) y tratamientos 1x y 5x (74.17 y 370
mg de AECM /pelicula), siendo de 190 + 30 um, 200 + 2 um y 215 £+ 18 um,
respectivamente. Sin embargo, si hubo diferencias significativas (p<0.05) con el
tratamiento 10x (741.7 mg de AECM/pelicula) teniendo un grosor de 399 + 4 um
(Figura 8), por lo que esta Ultima se consideraria como lamina al sobrepasar el
mMAaximo grosor que se tiene como aceptado para considerarse pelicula, que es de
250 pum (Skurtys et al., 2011; Jooyandeh, 2011). Otros autores consideran como de
un recubrimiento o pelicula comestible si presenta un maximo de 330 pm
(Embuscado & Huber, 2009).

El aumento de grosor se debe que la adicion del AECM a las soluciones
filmogénicas, incremento los sélidos en cada pelicula o ldmina, que equivalen a 10
%, 50 % y 100 % de aumento de sélidos totales para las peliculas 1x, 5x y 10x
respectivamente. El grosor depende principalmente de la naturaleza de los

polimeros que conforman la pelicula (Di Pierro et al., 2006).

Por lo tanto, el espesor no se vio afectado por el AE, aunque el exceso de
material inerte junto con el AECM si modificé significativamente (p<0.05) el espesor
cuando se pasO de obtener peliculas 5x a 10 x de contenido de AEC. Esto
probablemente debido al acomodo de los soélidos dentro de la estructura

tridimensional de la pelicula.
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Figura 8. Espesor (mm) promedio de cada pelicula, control (sin AECM), 1x (74.17
mg de AECM), 5x (370 mg de AECM) y 10x (741.17 mg de AECM). Letras diferentes
indican diferencias significativas, el espesor de la pelicula 10x es dependiente de la

concentracion de AECM.

6.6.2 Solubilidad

El porcentaje de solubilidad de las peliculas control y 1x, fue igual (p>0.5),
mientras que las peliculas 1x, 5x y 10x no mostraron diferencias significativas
(p>0.5). Por otro lado, la solubilidad de las peliculas 5x y 10x fue diferente a las
peliculas control (Figura 9).

El aumento de la solubilidad de las peliculas control fue probablemente
debido a que el AECM refuerza la red de polimeros, en concordancia con Bautista-
Espinoza et al., (2023), quienes trabajaron con peliculas de proteina de quinoa
(PQ)-quitosano (QT). No obstante, estos investigadores reportaron una mayor
solubilidad (73%) de una pelicula de PQ:QT en relacién 9:1 (p/p). Este efecto fue
probablemente debido al menor contenido de proteina del extracto de PQ que
utilizaron, por lo que, PQ representd el 90 % de los solidos de estos dos
biopolimeros, mientras que en este trabajo la PQ represento el 80%.

Los resultados de la presente investigacién indican que el porcentaje de

solubilidad es dependiente de la concentracion de AECM, pues al aumentar la
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concentracion de AECM la solubilidad tiende a disminuir, 1o cual es un atributo
favorable ya que se busca una red polimerica resistente y que no tienda a perderse

o solubilisarse con el agua o el vapor de agua.
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Figura 9. Promedio de solubilidad (%) de cada pelicula, control (sin AECM), 1x
(74.17 mg de AECM), 5x (370 mg de AECM) y 10x (741.17 mg de AECM). Letras

diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

Por otro lado, la solubilidad de las peliculas a base de alginato reportado por
Alarcon-Moyano et al., (2017) fue del 88 + 3%, aunque de acuerdo con Lupo et al.
(2012), dependiendo de su pH pueden llegar a ser muy solubles. En esta
investigacion se obtuvieron valores de solubilidad menores a los reportados,
probablemente debido al tipo de interaccion que hay entre los polimeros, ya que la
solubilidad esta limitada por las interacciones idnicas y puentes de hidrégeno entre
la PQy el QT (Abugoch et al., 2011).

La solubilidad es un factor importante para la biodegradabilidad cuando se
utiliza como medio para proteger los alimentos. Aunque se requiere una baja
solubilidad de las peliculas durante el almacenamiento, una alta solubilidad podria
ser ventajosa durante la coccién de alimentos con cubiertos por peliculas
(Laohakunjit & Noomhorm, 2004). Por lo tanto, en este caso al ser aplicado el

recubrimiento después del horneado del pan, se requiere una baja solubilidad.
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6.6.3 Color

Los parametros de opacidad y color se determinaron de acuerdo con la
escala CIE- L* a* b*, donde los valores de L* representan la luminosidad, a* las
coordenadas de rojo a verde (+a rojo, -a verde) y b* las coordenadas de amarillo a

azul (+b amarillo, -b azul).

En la Tabla 4 se muestran los indices de color obtenidos para las peliculas,
obteniendo tonalidades de color café, mostrando diferencias significativas en cuanto
a las peliculas 5X y 10X en comparacion con el control, que fue similar a las
peliculas 1X. No obstante, se aprecia menor luminosidad de las peliculas
conteniendo el AEC, ocasionando menor paso de luz. Las peliculas 5X y 10X se
presentan tonalidades mas opacas, debido a que hay mayor cantidad de AECM, el
cual tiene un color café obscuro y pudiese estar impartiendo mayor opacidad al tono

de las peliculas.

Tabla 4. Parametros de color (coordenadas L*, a* y b*) y paleta de color de

las peliculas comestibles.

Tratamiento L* ax b* Paleta de
colores

Control 66.9 +2.62 2.2 +0.52 29.3+1.62

Pelicula 1x 645+ 452 2.9+ 1.4a 309+2.02

Pelicula 5x 57.4+ 3P 11 +2b 54.7 + 4.9b -
Pelicula 10X 57.8+2.7° 11.2 +3.3° 58 + 3.4b -

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) por columna.

Los valores que aqui se reportan difieren de los reportados por Vera et al.,
(2020), quienes elaboraron una pelicula comestible a partir de PQ y QT (1:3 v/v en
peso, respectivamente) y nanoparticulas de QT y timol. Se reportaron tonalidades
amarillentas con diferencias significativas entre las peliculas con y sin
nanoparticulas, probablemente debido a que trabajaron con una relacion PQ:QT
diferente a la de este trabajo. El uso de menor concentracion de PQ conduce a una

54



menor opacidad o bien mayor luminosidad, lo cual aunado a la adicion de

nanoparticulas conduce a diferencias significativas en el color.

El impacto que pudiera ocasionar esta diferencia en la aceptacion sensorial
de la pelicula o recubrimiento aplicado en el alimento dependerd de la matriz
alimentaria y de las preferencias del consumidor. En este caso se considera un color
adecuado, ya que es similar al del pan por lo cual no habria diferencias ni

desagrado.

6.6.4 Propiedades mecanicas

Las peliculas con y sin el AEC mostraron diferencias significativas (p<0.05)
en cuanto al médulo de Young, resistencia a la tension y permeabilidad al vapor de
agua. Por otro lado, el porcentaje de elongacion no mostré diferencia significativa

(p>0.05) entre ninguna de las peliculas (Tabla 5).

Los resultados indican que la mejor pelicula es el tratamiento 10x, ya que
tiene el modulo de Young mas bajo, es decir, es la pelicula menos rigida y mas
elastica. A pesar de que en el factor de elongacion no hay diferencias (p>0.5) la
tendencia es a tener mayor elongacion en las peliculas 10x. Por otro lado, la
resistencia a la tension es mayor en las peliculas 5x, pero al ser de caracter mas
rigido se prefieren las del tratamiento 10x las cuales presentan mayor resistencia a

la tension que las peliculas control.

La permeabilidad al vapor de agua fue el Unico factor que presento6 un efecto
no deseable (mayor valor) para los tratamientos 10x. A continuacion, se discuten a
mayor profundidad los resultados de las propiedades mecéanicas y permeabilidad al

vapor de agua.

Resistencia a la tension

Los valores de resistencia a la tension (RT) oscilaron entre 2.3+ 0.5y 10.8 +
0.6 MPa, por lo que hubo diferencia significativa (p<0.05) Unicamente en los
tratamientos 5x y 10x. Este resultado se asoci6é a la mayor cantidad de AECM que

permitid un refuerzo de la pelicula; sin embargo, el uso de grandes cantidades
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tiende a disminuir la RT, pero no significativamente pues se mantuvo una mayor RT

que el control (Tabla 5).

Bautista-Espinoza et al., (2023), reportaron diferencia significativa en la RT
de peliculas basadas en los mismos biopolimeros, pero utilizando nanoparticulas
de silice mesoporoso, que mejoran la RT. Por otro lado, Vera et al., (2020) no
encontraron diferencia significativa en peliculas de dichos biopolimeros adicionadas
de nanoparticulas de quitosano-timol. Por lo tanto, se concluye que la RT depende
de las proporciones de los biopolimeros que forman la pelicula comestible, asi como
la metodologia de incorporacion del AE u otros materiales.

Porcentaje de elongacion

El porcentaje de elongacion se refiere al estiramiento longitudinal de la
muestra justo antes de su ruptura, dividido por la longitud inicial del material y
multiplicado por cien (Bourtoom, 2008). La incorporacion de las microcapsulas del
AEC no mostro diferencias significativas respecto al control (Tabla 5), lo cual
concuerda con Vera et al., (2020), quienes adicionando nanoparticulas de
quitosano-timol, reportaron mayores % de elongacion (59.3 = 1.3%) que el control
del presente estudio. Esto se atribuy6 a que no utilizaron sonicacion al elaborar la
pelicula de PQ:QT (1:3), ademas de usar mayor proporcion de QT que de PQ
comparado con este estudio (4:1, PQ:QT, p/p).

El uso de ultrasonido probablemente reduce la elongacién de las peliculas,
por la induccidn de cambios estructurales en la proteina, lo cual podria facilitar una
mayor interaccion proteina/hidrocoloide, comparado con los enlaces de hidrégeno
con moléculas de agua (Vera et al., 2020).Por su parte Bautista-Espinoza et al.,
(2023), obtuvieron una significativamente menor elongacién (2.3 £ 0.4 %) que, en
esta investigacion, lo cual se atribuyé a que el extracto de PQ utilizado contenia

menor porcentaje de proteina.

En este estudio el mayor porcentaje de proteina en el extracto de PQ,
ocasiona interacciones con el QT y con el AECM, y por tanto una mayor elongacion.

Esto sugiere que la combinacion de PQ y QT mejora las propiedades mecéanicas de

56



las peliculas preparadas en este estudio, debido a las excelentes propiedades de

elongacion y adherencia de la PQ (Abugoch et al., 2011).

Médulo de Young

El médulo de Young es un parametro que caracteriza el comportamiento de
un material elastico cuando se deforma longitudinalmente, y representa la rigidez
del material. Si el material presenta un alto valor del médulo eléstico, se considera
quebradizo y, por el contrario, valores pequefios indican un material ductil.
Unicamente hubo diferencias significativas (p<0.05) para el tratamiento 5x, ya que
el resto de los tratamientos fueron similares, aunque el tratamiento 10x tuvo valores
ligeramente menores (Tabla 5). Esto sugiere que los tratamientos de peliculas 5x

son mas rigidos que los demas.

De Medeiros et al., (2019) concuerdan con nuestros resultados, ya que al
adicionar AE de oregano microencapsulado con alginato de sodio, a la matriz de
almidon de yuca con poli adipato-co-tereftalato de butileno (PBAT), disminuyo el
moédulo de Young. Esto se atribuyé a la presencia de las microcapsulas, que
produjeron puntos de concentracion de tensiones que ocasionaron una disminucién

del médulo de Young.

Por lo anterior, las peliculas del tratamiento 5x son elasticas, mientras que
las peliculas control y de los tratamientos 1x y 10x son plasticas. Esto es preferible
para un material como el pan, que puede manipularse sin que el recubrimiento
afecte su volumen o textura, ya que un material elastico al regresar a su forma
original después de manipularse podria ocasionar un maltrato a la corteza y forma

del pan.

Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua es la capacidad que tiene la humedad
para penetrar y atravesar un material (Dong et al., 2018). Las peliculas adicionadas
con AECM mostraron una mayor permeabilidad al vapor de agua (PVA) que las
peliculas control (Tabla 5). No obstante, Bautista-Espinoza et al., (2023) reportaron

menor PVA cuando se adicionaron nanoparticulas de la mezcla de AEC-hierba
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limon (1:2 p/p). Esto puede estar asociado a una mayor hidrofobicidad AECM que
podria formar agregados, facilitando de este modo el paso del vapor de agua a

través de la pelicula.

Bautista-Espinoza et al., (2024) adicionaron una mezcla de hierba limén y
AEC encapsulado con nanoparticulas de silice mesoporoso a la base de PQ:QT,
produciendo un reforzamiento de la de las peliculas y disminuyendo Ila
permeabilidad al vapor de agua. Esto concuerda con Aboul-Anean (2018), quien
encontré diferencia significativa entre peliculas control y aquellas adicionadas con
nanoparticulas de PQ, probablemente debido al tipo material de pared utilizado en

la encapsulacion del agente de interés.

Los resultados del presente estudio concuerdan con Shao et al., (2021),
quienes observaron un aumento de PVA en papel bioactivo a base de almidon con
AECM, ya que la PVA disminuy6 cuando no habia AECM. El aumento de la PVA
observado en nuestro trabajo puede deberse a una asimetria en la microestructura
de la red polimérica ocasionando burbujas por el AECM adicionado y gotas en la
matriz polimérica, ocasionando un debilitamiento en la interaccion entre los
biopolimeros (Basaglia et al., 2021). Alternativamente, este efecto puede asociarse
a la presencia de microagregados del AECM, ya que Rios-de-Benito et al. (2021),
al adicionar particulas de AE de orégano microencapsulado con particulas de silice
Mesoporoso, reportaron microagregados en la matriz de una pelicula de caseinato
de sodio y QT.

Tabla 5. Propiedades mecanicas de los tratamientos de las peliculas

Tratamiento/ Resistenciaala  Elongacion  Mddulo de PVA
Parametro tension (Mpa) (%) Young (Mpa) (g/dia*m*Pa)
x10°
Control 2.3+0.5°¢ 35.0+£3.52 18.24+6.12 5.0+0.1°
1x 2.5+0.3°¢ 36.0+£5.52 27.8%£7.2 6.3+0.5°
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S5X 10.9+0.62 23.4+7.52 160.3+£29.52 7.3+1.6°

10x 5.9+0.4° 42.5+16.32 21.7+0.2° 15.8+3.92

Control: Control: PQ:QT (4:1, p/p); Tratamiento 1x: PQ:QT (4:1, p/p) adicionada con
AEC (0.1 g/g pelicula seca); Tratamiento 5x: PQ:QT (4:1, p/p) adicionada con AEC
(0.52 g/g pelicula seca); Tratamiento 10x: PQ:QT (4:1, p/p) adicionada con AEC (1
g/g pelicula seca); PVA (Permeabilidad al vapor de agua). Letras iguales indican
gue no hubo diferencias significativas, con n=3, usando la prueba de Tukey con
p<0.05.

6.6.5 Actividad antifungica de las peliculas comestibles

Es probable que puedan existir interacciones entre los polimeros que
constituyen la pelicula y el AECM, por lo que el AECM no tendria el mismo efecto
antifiingico al constituir parte de la pelicula que por si solo, por lo que se aumenté
su concentracion. Como se muestra en la Figura 10, la pelicula con mayor actividad
antifangica fue la de AECM 10x, obteniéndose un indice de inhibicion de 92.6 + 5.4
%, lo que se atribuyé a la mayor concentracion de AEC. El efecto antifungico fue
mayor al 52.7 + 1.8 %, reportado por Rux et al., (2023) utilizando una matriz basada
solo en polisacaridos. Debe recordarse que el AEC utilizado en este trabajo es un

agente antifingico natural.
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Figura 10. Inhibicién de Aspergillus niger adicionado en un disco de agar de 72 mm?
con micelio y esporas, por las peliculas comestibles control: sin AECM; 1x, con 0.1
g AECM/g pelicula seca; 5%, con 0.52 g AECM/g de pelicula seca; 10x, con 1 g
AECM/g de pelicula seca. Letras iguales indican que no hubo diferencias

significativas, con n=3, usando la prueba de Tukey con p<0.05.

Por otro lado, cuando A. niger logré crecer en presencia de las peliculas,
mostré una morfologia diferente en comparacion al control positivo (micelio de A.
niger en PDA sin pelicula), ya que esporul6 al segundo dia de incubacién, mientras
que el control negativo esporuld hasta el quinto dia (Figura 11.) Esta situacién
sugiere que en presencia de la pelicula el hongo experimenta cierto nivel de estrés,

por lo que esporula como mecanismo de sobrevivencia (Mller et al., 2022).

Control + Control 1x 5x 10x
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Figura 11. Crecimiento de Aspergillus niger en presencia de las peliculas
comestibles; 1x, con 0.1 g AECM/g pelicula seca; 5x, con 0.52 g AECM/g de pelicula
seca; 10x, con 1 g AECM/g de pelicula seca y dos controles, control+, placa de PDA

con A. niger sin pelicula y pelicula control sin AECM adicionado.

Como se aprecia en la Figura 12 el crecimiento de A. niger en placas de PDA
fue mucho mas lento en presencia de la pelicula 10x, pues tardé 8 dias en llegar al
20% de crecimiento, lo cual ocurrio en menos de 3 dias cuando no se utilizé algun
antimicrobiano (Control +, 34.45+4.4 %, Tabla 6). Por lo tanto, el material de
empaque comestible seria una buena opcion para aplicarse en alimentos que sufran

principalmente de deterioro fungico.
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Figura 12. Crecimiento de Aspergillus niger en placas de PDA en presencia de
pelicula comestible a base PQ: QT (4:1, pp). 1%, con 0.1 g AECM/g pelicula seca;
5%, con 0.52 g AECM/g de pelicula seca; 10x, con 1 g AECM/g de pelicula seca,
control +, sin pelicula comestible; control, con pelicula comestible sin AECM

adicionado, n=3.
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Tabla 6. Tiempo (dias) estimado necesario para alcanzar el 20% de
crecimiento (porcentaje maximo de crecimiento del mejor tratamiento, 10x) de A.

niger en presencia de las peliculas comestibles.

Tratamiento  Control+ Control 1x 5x 10x
Tiempo 1.9 3.5 3.3 4.5 8
(dias)

1x, con 0.1 g AECM/g pelicula seca; 5x, con 0.52 g AECM/g de pelicula seca; 10x,
con 1 g AECM/g de pelicula seca; control +, sin pelicula comestible; control, con

pelicula comestible sin AECM adicionado, n=3.

Resultados objetivo 2

6.7. Caracterizacion de la masa madre

6.7.1 Poblacién microbiana de la masa madre

La concentracién de L. lactis lleg6 a un poco menos de 9 log UFC/g a las 24
h de haber sido inoculado en masa madre con 5 log UFC/g y se mantuvo en esa
concentracion después del refresco hasta las 48 h de fermentacion; sugiriendo que
la bacteria se adapté de manera exitosa. Por otro lado, en presencia de L. lactis las
levaduras crecen en menor medida al igual que las BAL, ya que en el conteo de
BAL totales no se inhibe L. lactis y en los resultados la poblacién de BAL es
ligeramente mayor que la de L. lactis. A partir de las 48 h de fermentacion no se
observa crecimiento de levaduras cuando se inocula L. lactis, en contraste cuando
no se inocula (Tabla 7). Este efecto es probablemente debido a que existe
competencia por nutrientes y espacio, ademas de la presencia de los metabolitos

antimicrobianos.

Tabla 7. Poblacion microbiana (log UFC/g de masa madre) (BAL, levaduras
o L. lactis) de las masas madre control (C) e inoculada con L. lactis (T) en los

diferentes tiempos de fermentacion (horas).
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Horas /

Poblacion

0 24 48
microbiana
(tratamiento)
L. Lactis NRRL-B 5.25%0.5° 8.7+£0.82 8.2+0.82
50307 (T)
BAL (T) 5.23%£0.5° 8.5+£0.82 8.7+£0.92
Levaduras (T) <1d 5.2 +0.5¢ <1d
BAL (C) <1d 7.8+0.8% 9.1 +£0.92
Levaduras (C) <1d 6.5+ 0.6° 5.2 +0.5¢

Letras iguales indican que no hubo diferencias significativas, entre filas y

columnas, con n=3, usando la prueba de Tukey con p<0.05.

De acuerdo con Ma et al., (2021) la masa madre de la presente investigacion
es del tipo IV, ya que es una combinacion de masa madre tipo | (masa madre
espontanea) y masa madre tipo Il (fermentacion a partir de la inoculacién
microbiana). En este trabajo, una parte consistié en dejar fermentar la masa madre
(control), y otra parte se usé para inocular L. lactis en cada refresco (tratamiento),

durante 2 dias.

No se pudieron detectar levaduras tanto al inicio como a las 48 h de
fermentacién (Tabla 7). Esto probablemente debido a que la nisina también es
efectiva, aunque en menor medida, contra estas, como lo mencionan Serna et al.,
(2015) ya que en la industria de vinificacidon se emplea la nisina como un inhibidor

de levaduras.

Arora et al., (2021) reportaron que una poblacion de BAL media,
independientemente de la elaboracion de la masa madre suele estar alrededor de

6.5 UFC/g, mientras que para levaduras es alrededor de 8.5 log UFC/g.
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6.7.2 Poblacion microbiana de la masa fermentada lista para hornear

Una vez que ambas masas madre cumplieron con los parametros (acidez
titulable total y pH) para ser consideradas como tal (Seccién 6.7.4 y 6.7.5), se
adicion6 a una nueva mezcla de masa, aun no fermentada, en proporcion 1:3 (p/p)
masa madre:masa no fermentada. Ademas, se agrego levadura Saccharomyces
cerevisiae comercial tanto a la masa madre no inoculada como inoculada (2 mg/g
de masa madre), de acuerdo con lo establecido en el Real Decreto 308/2019 (BOE,
2019). Esto se realiz6 debido porque a las 48 h de fermentacién no se detectaron
levaduras en el tratamiento y una baja poblacion en el control, considerando que
Arora et al. (2021) mencionan que debe presentarse una poblacién > 5 log UFC/g,

para obtener una buena capacidad leudante (Arora et al., 2021).

Al cabo de 24 h de haberse realizado la mezcla arriba citada, la cuenta
bacteriana en la masa madre control lista para hornear y adicionada con la levadura
comercial, fue de 7 log UFC/g para BAL y 6 log UFC/g para levaduras. La masa
madre fermentada inoculada con L. lactis, lista para hornear, mostré 7 log UFC/g

para L. lactis, 7.5 log UFC/g para BAL y 7 log UFC/g para levaduras (Tabla 8).

Arora et al., (2021) reportaron que la proporcion de las poblaciones de
BAL:levaduras en masa madre puede ser de 100:1, pudiendo descender hasta 10:1,
por lo cual en esta investigacion dicha relacion solo se cumplié por la fermentacion

control, no asi para el tratamiento con inoculacion de L. lactis.

Tabla 8. Poblacion microbiana total de las masas fermentadas y listas previa

al horneado.
Microorganismo/Tratamiento  Tratamiento (T) Control (C)
(log UFC/g) (log UFC/qg)
Levaduras 7.1+£0.62 6.1 +0.5°
BAL 7.15+0.62 7.1+0.62
L. Lactis NRRL B-50307 7.2+0.6

Letras iguales indican que no hubo diferencias significativas, con n=3,

usando la prueba de Tukey con p<0.05.
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El crecimiento de las levaduras en la masa lista para hornear puede deberse a que
habia una porcion de masa no fermentada, que en el corto tiempo de fermentacion
y a 4°C, fue suficiente para que las levaduras y las poblaciones bacterianas,

lograran obtener sustrato suficiente para aumentar su poblacion.

6.7.3 Contenido de azucares reductores en masa madre

A partir de las 24 h se registrd6 un aumento de los azucares reductores en la masa
madre sin inocular (Figura 13). Sin embargo, fue mayor la disponibilidad de
azucares reductores en la masa madre inoculada con L. lactis, indicando que esta
cepa da comienzo a la degradacion del almidon a azUcares simples inmediatamente

a partir de la inoculacion.

Al cabo de 48 h de fermentacion a temperatura ambiente (25 + 2 °C), se
obtuvo un mayor contenido de azucares reductores en la masa madre control
comparada con la inoculada (Figura 13). Esto puede deberse a que en la
fermentacién control hay una mayor poblacion de BAL (9.1 log UFC/g) en
comparacion con la masa madre inoculada (8.7 log UFC/g), y no hay competencia
por nutrientes de microorganismos propios de la harina contra una cepa externa
como ocurre con la inoculada con L. lactis (tratamiento T). Sin embargo, en el
tratamiento al cabo de 24 h de fermentacién hay mayor contenido de azucares

reductores que en el control.

35 |
30 |

—T —C
25 |
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10 r
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0 24 48
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Figura 13. Concentracion de azlcares reductores (g glucosa/kg de masa madre) en
funcién del tiempo de fermentacion (h). Masa madre inoculada con L. lactis (T);

control sin inocular (C). Las barras de error muestran la desviacion estandar.

En el presente estudio se obtuvo una concentracion de azucares reductores
a las 48 h de fermentacion de 25.9 + 0.21 mg/g y de 35.0 =+ 0.3 mg/g para la masa
madre inoculada y control, respectivamente. Nie et al., (2023) trabajando con masa
madre inoculada con L. lactis CGMCC1.2030, reportaron una concentracion de
glucosa de 3 mg/g al cabo de 24 h de fermentacion, la cual se cuantificO mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Cabe resaltar que en este trabajo

no se detectd glucosa como tal.

Por otro lado, los resultados de esta investigacion son de dificil comparacién
con los obtenidos por Gunduz et al., (2022), quienes determinaron concentraciones
de glucosa desde 7.8 + 0.5 g/kg hasta 10.0 £ 1.0 g/kg, y de 2.3 + 0.0 g/kg hasta 3.2
+ 0.2 g/kg de fructosa en masas madre. Sin embargo, existe concordancia con el
mayor contenido de azucares reductores en masas madre inoculadas con L. lactis

al cabo de 24 h de fermentacion, en comparacion con masa madre no inoculada.
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6.7.4 Acidez titulable total de la masa madre

Los resultados de acidez titulable total indican que comienza la produccién
de &cido lactico desde el momento en el que se inocula L. lactis (Figura 14). Esto
concuerda con los resultados de azucares reductores, pues la fermentacion
comienza desde que se inocula L. lactis obteniendo una acidez titulable de 7.7 £ 0.6
y 8.9 £ 1.9 g de &cido lactico/kg de masa madre, para las 24 y 48 h de fermentacion,
respectivamente. La masa madre control mostré valores de 2.5+ 0.1y 95+1.6¢g
de acido lactico/lkg de masa madre, a las 24 h y 48 h de fermentacion
respectivamente. Sin embargo, no se considera masa madre hasta alcanzar una
acidez titulable total > de 6 g/kg; por lo cual la inoculacién de L. lactis acorta los
tiempos de fermentacion, pues desde las 24 h se puede considerar masa madre a
diferencia del control que rebasa la acidez titulable total de 6 g/kg hasta las 48 h.
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Figura 14. Acidez titulable total en funcion del tiempo de fermentacion (h) de masa
madre inoculada con L. lactis (T) y control sin inocular (C), expresada como g de
acido lactico por kg de masa madre. Las barras de error muestran la desviacion

estandar.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion concuerdan con los
obtenidos por Elsanhoty et al., (2017) quien hizo diferentes masas madre inoculadas
con L. acidophilus, L. plantarum y Bfidobacterum lactis, y determiné que al inocular
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una cepa externa en la masa madre aumentaba mas rapido la acidez titulable total
a diferencia de hacer masa madre tipo |, obteniendo valores de 8.5 a 13.1 g de acido

lactico por kg de masa madre.

Los resultados obtenidos al final de la fermentacion concuerdan con lo
obtenido por Simsek et al., (2006) quienes encontraron que los valores de acidez
de las muestras de masa madre oscilan entre 7.6 y 19.3 g de acido lactico por kg

de masa madre.

6.7.5 pH de la masa madre

Los resultados de pH concuerdan con los resultados de azlcares reductores
y acidez titulable total, los tiempos de fermentacion se acortan al inocular L. lactis,
alcanzando pH de 4.5 a las 24 h (Figura 15). La masa no inoculada (control) no se
puede considerar masa madre hasta las 48 h por lo que se explicé en la seccion
anterior. Sin embargo, a las 48 h la masa madre control tiene un pH mas é&cido, 3.64
+ 0.38, que la masa madre inoculada, 4.08 + 0.05, por lo que impatrtiria una acidez
mayor en el pan y sabores desagradables, lo que indica que la presencia de L. lactis

puede regular el pH y la acidez del sustrato.
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0 24 48
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Figura 15. Nivel de pH en masas madre en funcion del tiempo de fermentacién (h)
para masa madre inoculada con L. lactis (T) y control sin inocular (C). Las barras de

error muestran la desviacion estandar.

A partir de las 24 h la masa madre inoculada con L. lactis tiene niveles de pH
optimos 4.6-4.0, en comparacion con el control, el cual desciende desde 6.1 hasta
3.2 entre las 24 h y las 48 h de fermentacién (Figura 15). Por lo tanto, la masa madre
inoculada podria considerarse mas adecuada utilizando este parametro de
comparacion, tomando en cuenta lo establecido por Ma et al., (2021) sobre el nivel
de pH éptimo en masa madre que debe fluctuar entre 4.3 y 4.6.

Elsanhoty et al., (2017) inocularon cepas de L. plantarum, L. acidophilus y B.
lactis, en diferentes masas madre, observando al igual que en este trabajo, un
descenso del pH mas rapido y constante para la obtencién de masa madre tipo IV,

en comparacion con la masa madre tipo I.

6.7.6 Nisina en masa madre

El pico maximo de produccion de nisina en masa madre inoculada con L.
lactis, se present6 24 h después de haberse inoculado, con una produccion maxima
de nisina de 149.5 + 35.1 Ul/g a las 48 h de fermentacion (Figura 16) (1 Ul=1 pg de
nisina pura). Posterior a las 24 h de fermentacion y realizado el refresco
correspondiente, se detectod a las 30 h una reduccion en la concentracion de nisina,
ocasionada por la dilucién realizada entre la masa madre inicial y el refresco de
ésta. Sin embargo, siguié existiendo produccién de nisina, hasta llegar nuevamente

a su maxima concentracion a las 48 h.
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Figura 16. Produccién de nisina (Ul/g de masa madre) durante 48 h por L. lactis en
masa madre inoculada con L. lactis (T) y control sin inocular (C). Las barras de error

muestran la desviacion estandar.

Patifio-Galvan (2014), reportd una produccién maxima de nisina a las 12 h
de fermentacién de suero lacteo, con la misma cepa, obteniendo hasta 444 Ul/mL
con una poblacién de L. lactis de 8.3 log UFC/mL, la concentracion de la bacteria
es similar a la observada en nuestro trabajo, pero se produjo una menor cantidad
de nisina. Por su parte, Gonzalez-Toledo et al., (2010), usando la misma cepa para
encontraron las condiciones Optimas de produccién de nisina utilizando suero

lacteo, obteniendo una concentracioén de 178 Ul/mL en 6 h de fermentacion.

La masa madre es una matriz alimentaria distinta al suero lacteo, donde las
distintas poblaciones microbianas se mantienen una competencia por nutrientes, y
al no tener optimas condiciones para la produccion de nisina su produccion es
menor. Por otro lado, la baja produccién de nisina se puede deber a que puede
interactuar con algunos componentes de la masa madre como grasa, proteinas y

enzimas perdiendo su maxima efectividad (Serna et al., 2015)
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En este estudio la poblacion microbiana es considerable comparada con el
suero lacteo que, al ser sometido a pasteurizacion, se limita la carga microbiana del
sustrato, mientras que la masa madre mantiene una comunidad microbiana activa.
Sin embargo, en este estudio la cepa presente en la comunidad microbiana es
dominante en la masa madre, y esta en mayor proporcion a diferencia del resto de

diferentes géneros y especies de BAL, asi como de levaduras.

Nie et al., (2023) inocularon una cepa de L. lactis en la fermentacion de masa
madre de harina de trigo para elaborar fideos frescos, obteniendo una concentracién
méxima de nisina a las 6 h de fermentacién con un pico maximo de 400 Ul/g, y a las
24 h 125 Ul/g, lo cual es menor a lo obtenido en el presente estudio. Sin embargo,
la cuantificacion de nisina no se realizé con un método estandarizado como el British
Standard BSI 4020, (1974), ademas no se inactivaron los &cidos organicos de la
masa madre (acido lactico) como en este trabajo. Esto debido a que en su forma no

disociada pka=3.86, podria inhibir al microorganismo indicador.

Si bien los microorganismos viables no sobreviven al horneado de la masa
en la produccién de pan, si pueden existir microorganismos productores de toxinas
en la masa madre, las cuales no tienen gran reduccion en el proceso de horneado.
Los principales riesgos pueden asociarse a hongos formadores de esporas,
Clostridium botulinum y Bacillus cereus (Axel et al., 2017), que al ser inhibidos por
la nisina A se podria prevenir la formacion de las toxinas. En particular en
Clostridium botulinum seria relevante entre las primeras 24 h de fermentacion,
cuando el pH es mayor a 4.6, aplicando la bioconservacién desde el proceso de la

fermentacion de la masa madre.

Resultados objetivo 3

6.8 Andlisis sensorial del pan de masa madre

Los consumidores prefieren panes de amaranto y trigo en proporciones
menores a 4:1 trigo:amaranto (T:A), en peso (Sanz-Penella et al., 2013), aunque

Venturi et al., (2019) reportaron que la sustitucion del 20% de la harina de trigo
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produjo un pan con evaluacion sensorial desventajosa. Por tanto, se decidi6 para
este estudio realizar panes de trigo y amaranto Unicamente en relacion 9:1 T:A,
ademas, el volumen de los panes disminuye al aumentar la proporcion de harina de

amaranto.

Se realiz6 un andlisis sensorial del pan de masa madre recién horneado,
mediante una escala hedodnica de 9 puntos (Anexo 4). Los resultados se analizaron
usando la metodologia del andlisis no paramétrico Kruskall-Wallis, el cual analiza
las medianas de tres o0 mas grupos de datos independientes que no suponen
normalidad y que es un mejor indicador de tendencia central que la media, ya que
al ser un analisis sensorial influyen diversos factores, ademas de tener mayor
robustez en cuanto a datos atipicos por lo que no se analizaron barras de error, ya

que estan mas asociadas con datos paramétricos (Hough, 2010).

Los resultados mostraron diferencias significativas (p<0.05), para todos los
atributos (Figura 17). Para el atributo del color, el tratamiento que fue diferente al
resto fue el pan de masa madre LR (con presencia de L. lactis y del recubrimiento)
probablemente debido a un oscurecimiento de la corteza al aplicar el recubrimiento.
Para el atributo del olor los panes de masa madre que tuvieron mayor puntuacion y
qgue fueron diferente al resto fue el pan de masa madre LR y CR, (ausencia de L.
lactis y presencia del recubrimiento), lo que indica que el recubrimiento este
aportando notas de olor agradables, debido al AECM. Por su parte el atributo del
sabor tuvo mayor puntuacién para el pan LR, seguido por la misma calificacién entre
los panes CR y L (pan con presencia de L. lactis y ausencia de recubrimiento). El
pan que tuvo menor puntuacion fue el C (ausencia de L. lactis y de recubrimiento),
lo que indica que la fermentacion de la masa madre con L. lactis y el recubrimiento

estén proporcionando sabores agradables al pan de masa madre.

Por su parte la textura en el pan de masa madre tuvo menor puntuacion
cuando estaba presente el recubrimiento, este efecto se atribuyé a que el
recubrimiento tuvo un impacto directo sobre la textura del pan, ya que al ser
muestras con miga y corteza Unicamente por arriba y abajo, el recubrimiento

humedecio la miga. Sin embargo, en un producto final se esperaria que no tuviera
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mayor impacto, ya que la corteza evitaria el humedecimiento directo de la miga
(Altamirano-Fortoul et al., 2012).

Por otro lado, el andlisis no paramétrico de Kruskall-Wallis dio como resultado
que el mejor tratamiento fue el pan elaborado con masa madre inoculada con L.
lactis y recubrimiento comestible (LR), para todos los atributos a excepcion de la
textura, ademas, el recubrimiento comestible con AECM, da como resultado una
mejora al ser aplicado en pan, en cuanto a los atributos de olor, sabor y aceptacion
(Figura 17).

Mediana aceptacién sensorial
O R N W b U1 O N O O
T

Color Olor Sabor Textura Aceptacion
Atributos sensoriales

OC OCR OL @LR

Figura 17. Medianas de los niveles de aceptacion de los diversos atributos de los
diferentes panes de masa madre elaborados y aceptacion general del mismo en
una escala heddnica de 9 puntos. Control: C; Control con recubrimiento: CR; Control

inoculado con L. lactis: L; Control inoculado con L. lactis y con recubrimiento: L(R).

Ademas de mejorar las propiedades tecnoldgicas del pan, la masa madre se
utiliza principalmente para mejorar el sabor del pan. Este parametro proviene de la
protedlisis de las BAL, y posterior conversion microbiana de aminoacidos que
proporciona compuestos precursores de volatiles aromaticos y sabor durante el
horneado (Arendt et al., 2007). Por tanto, L. lactis resultd capaz de proporcionar
compuestos de sabor con mayor agrado del consumidor, que la microbiota propia

de la harina del trigo y amaranto.
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Bautista-Espinoza et al., (2023) obtuvieron una puntuacion de 6.9 en un
analisis sensorial con la misma metodologia. Usaron pan de masa madre de trigo
adicionado con un recubrimiento de PQ:QT con AE de hierba limoén y/o canela
encapsulado, sin encontrar diferencias significativas. En el presente trabajo, el
promedio de la aceptacion de todos los panes fue de 6.7 = 1.5; sin embargo, el
inoculado con L. lactis y con recubrimiento, obtuvo una aceptacion promedio de 7.1
+ 1.7: La puntuacion depende en gran medida de la asociacion al producto y el tipo
de masa madre, donde la adicion de amaranto pudo conferir sabores mas
agradables, ademas del recubrimiento comestible, y la inoculacion de L. lactis. La
tecnologia de barreras multiples usada, consistio en la inoculacion de L. lactis y el
uso del recubrimiento comestible activo de PQ:QT con AECM. La puntuacién
obtenida que involucr6 estos dos factores fue en su mayoria “me gusta bastante”,
mientras que el resto de las muestras al igual que los panes de masa madre del
estudio de Bautista-Espinoza et al., (2023) fue puntuado con un “me gusta

ligeramente”.

Mariotti et al., (2014) elaboraron pan de masa madre con harina de trigo y de
cebada, realizando una evaluacion sensorial afectiva mediante un panel entrenado
de 10 evaluadores y una escala heddnica de 9 puntos. El pan de harina de trigo
obtuvo una calificacion de 5.33, mientras que al pan combinando harina de trigo y
cebada obtuvo 4.78 y 4.44 el de cebada. Estos resultados pueden explicarse por el
sabor de la cebada y los jueces entrenados que son mas estrictos. Usualmente este
tipo de estudios se realizan con consumidores habituales del pan, siendo deseable
un mayor numero de panelistas para evitar sesgos y tener una calificacion mas

representativa del producto (Hough, 2010).

Los resultados observados en la evaluaciéon sensorial permiten concluir que
L lactis, ademas de acelerar el proceso de fermentacién en masa madre, produjo

precursores de sabor agradable durante la fermentacion.
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Resultados para el objetivo 4

6.9 Vida de anaquel del pan de masa madre

Los principales cambios que ocurren después del horneado de los panes son
la redistribucion de la humedad, la retrogradacion del almidon, el aumento de la
dureza y la pérdida de aroma y sabor. Se ha sugerido que el mecanismo principal
de degradacioén es la migracion de humedad de la miga a la corteza, impactando en
la dureza del producto, volumen, color. Estos factores propician el deterioro fungico,

gue es el mas predominante en este tipo de productos (Smith et al., 2004)

El perfil microbiolégico, de textura, volumen, humedad y color, son los
principales factores del deterioro microbiano, fisico y quimico. Los analisis

proximales se realizaron inmediatamente después de horneado el pan.

6.9.1 Analisis microbioldgico del pan obtenido

Se evalud la poblacion microbiana, observando que en todos los tratamientos
se mantuvo el nimero de colonias por debajo de los limites maximos permitidos por
la norma. En ninguno de los tratamientos se observd crecimiento microbiano,
incluyendo el control, atribuyendo dicho efecto a la acidez propia del consorcio
microbiano de la masa madre desde el inicio de la produccion del pan y a que los
panes se elaboraron en condiciones asépticas. El recuento de hongos y levaduras,
coliformes totales y mesofilos aerobios fue en todos los tratamientos < 10 UFC/g.
La Norma oficial Mexicana NOM-147-SSA1-1996, establece una cantidad maxima
de mesdfilos aerobios de 1000 UFC/g, < 20 UFC/g tanto para mohos como
levaduras y < 10 UFC/g para coliformes totales, por lo que se concluye que los
panes fueron realizados con buenas practicas de manufactura. Valores similares
fueron reportados por Bautista-Espinoza et al., (2023) en su estudio de vida de

anaquel de pan de masa madre a base de trigo.

En un estudio realizado por Seiler, (1976) a 46 panaderias, determino que la
aparicion de moho en pan almacenado en bolsas de plastico a temperatura

ambiente es de 5-6 dias, siendo Penicillium spp. el contaminante en la mayoria de
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los panes, asi como Aspergillus spp. y Cladosporium spp. los contaminantes en la

mitad de ellos.

6.9.2 Perfil de textura

La firmeza es uno de los atributos que caracteriza el envejecimiento del pan,
debido a que la humedad de la miga migra hacia el exterior a la corteza con el paso
del tiempo aumenta la dureza paralelamente a la pérdida de la frescura, lo que
resulta en la pérdida de aceptacion por parte de los consumidores (Arendt et al.,
2007).

La Tabla 9 muestra los resultados de textura (dureza, N) de los diferentes
panes de masa madre a lo largo del estudio de vida de anaquel acelerada. Se
observa un aumento de la dureza en el equivalente al dia 3.5 (en condiciones de
temperatura ambiente) Gnicamente en el pan tratamiento CR (ausencia de L. lactis
y presencia del recubrimiento). La dureza aumento en el equivalente al dia 7 en
todos los tratamientos. Finalmente, todos los tratamientos aumentaron su dureza a
excepcion del tratamiento LR (presencia de L. lactis y de recubrimiento), por lo tanto,
hubo un retraso de 3.5 dias en el aumento de la dureza Unicamente en el pan
elaborado a partir de masa madre inoculada con L. lactis y uso de un recubrimiento

activo.

Tabla 9. Resultados de la firmeza (N) en los panes de masa madre durante
la vida de anaquel acelerada, C, control (ausencia de L. lactis y de recubrimiento);
CR, (ausencia de L. lactis y presencia de recubrimiento); L, (presencia de L. lactis y

ausencia de recubrimiento); LR, (presencia de L. lactis y de recubrimiento).

Dias 0 3.5 7 10.5

Tratamiento

C 13.1+3.1°¢ 14.8+1.6° 18.4+3.6" 80.5+37.72
CR 15.045.5°¢ 20.6+7.9" 26.2+7.4 73.5%£21.12
L 11.4+3.2° 14.5+4.8° 22.616.8" 59.3+19.12
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LR 9.6+3.1° 12.6+2.6° 17.242.5% 37.4+9.9°

Letras iguales indican que no hubo diferencias significativas, con n=3,

usando la prueba de Tukey con p<0.05.

Bautista-Espinoza et al., (2023) obtuvieron resultados similares para pan de
masa madre de trigo fermentado con la misma cepa de L. lactis y un recubrimiento
comestible de PQ:QT adicionado con AEC y AE de hierba limon. Observaron mayor
dureza en el pan de masa madre control con valor similar al del pan de masa madre
control de la presente investigacion. Suarez-Pilicita (2024) estudio el efecto de la
masa madre en pan tipo tapado, obteniendo mayor aceptacion sensorial el pan con
dureza de 38.45 + 0.67 N, similar similar a la del pan fermentado con L. lactis y con

recubrimiento (LR) del presente trabajo.

La mejora en la reologia de la masa y la textura en el pan de masa madre es
efecto de los expolisacéaridos producidos por las BAL, ademés de tener actividad
prebiodtica (Arendt et al., 2007). Algunas cepas de L. lactis son productoras de

exopolisacaridos (Werning, 2010).

Se observ6 una mayor disminucion de la firmeza por el efecto combinado de
L. lactis y el recubrimiento. Esto asociado a una probable disminucién de la
migracion de humedad del recubrimiento y probable produccién de exopolisacaridos
por parte de L. lactis, lo cual pudo haber impactado en la firmeza del producto, por
consecuente el deterioro fisicoquimico, aumento de la dureza, fue menor en el
tratamiento LR que en el resto de tratamientos (C, CR y L) al dia 10.5 posterior a la

elaboracion, donde no hubo efecto combinado de L. lactis y recubrimiento.

6.9.3 Color

Durante el envejecimiento del pan paralelamente a la pérdida de la frescura
y aumento de la dureza, ocurre el fendmeno de oscurecimiento de la miga (Arendt
et al., 2007). Los panes no tuvieron diferencias significativas en los parametros de
color desde el fin del horneado (hora cero) hasta el final del estudio en el dia 10.5
(Tabla 10).
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Tabla 10. Resultados de color de los panes de masa madre elaborados en

esta investigacion.

Tratamientos | Escala Promedio de
color de los
Dias vida de | - 0" c CR L LR panes
obtenidos
anaquel
0 L 57+10 60+4 5619 59+7
a 1215 1214 1313 10+3
b 237 2315 25+3 2514
3.5 L 54+8 5616 5718 5319
a 1545 1413 1215 13+3
b 2812 27+3 264 30+13
7 L 53+1 4918 47+12 55+7
a 13+4 1413 11+3 14+4
b 2516 2618 22+4 28+3
10.5 L 57+1 54+7 55+12 52+8
a 11+2 12+2 12+3 11+1
b 232 24+2 24+35 25+4

Control (C); pan de masa madre control con recubrimiento (CR); pan de masa
madre de L. lactis (L); pan de masa madre inoculada con L. lactis y con

recubrimiento (LR). Todos los resultados fueron estadisticamente iguales (p>0.05).

Bautista-Espinoza et al., (2023) encontraron diferencias entre los parametros
de color entre los tratamientos de panes de masa madre de harina de trigo y la
fermentada con L. lactis con recubrimiento activo. Ellos no usaron harina de
amaranto, mientras que encapsularon con nanoparticulas de silice mesoporoso y
de ahi las diferencias en los resultados de color.
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Los resultados mostraron desviaciones estandar muy altas, debido a las
diferentes tonalidades de color café, ya que el horneado no es un proceso uniforme,

por lo que hay zonas claras y oscuras en el pan.

6.9.3 Humedad

La humedad se mantuvo con el paso del tiempo de manera significativa, sin
embargo, el tratamiento C (control, ausencia de L. lactis y de recubrimiento) mostro
una tendencia a tener menor humedad, por su parte el tratamiento CR (ausencia de
L. lactis y presencia de recubrimiento) mostro mayor humedad respecto al
tratamiento C, al igual que el tratamiento L (presencia de L. lactis y ausencia de

recubrimiento).

La masa madre control tuvo una fermentacién mayor a las 48 horas, al
presentar mayor acidez, menor pH y mayor cantidad de azucares reductores, por lo
que pudiese existir menor cantidad de gluten, el cual estd compuesto por gluteninas
y gliadinas, las cuales absorben el agua y la fase gaseosa desprendida por bacterias
y levaduras. Por lo tanto, es posible que la masa madre control tuviera menor
cantidad de gluten que la masa madre fermentada por L. lactis, la cual present6 una
fermentacién mas rapida (inicio desde las 24 horas posfermentacion) y estable
(menos acida que el control) y por lo tanto esta Ultima absorbiera mayor cantidad de

agua respecto al control (sin L. lactis).

Por su parte el recubrimiento pudo haber proporcionado cierta cantidad de
humedad que contribuy6 con el humedecimiento del pan, sin embargo, no fue una

diferencia significativa.

Tabla 11. Resultados de humedad de las muestras de pan de masa madre a

lo largo de la vida de anaquel acelerada.

Tratamiento/dia 0 35 7 10.5
C 57.7+4.5P 69.1+1.42b 67.3+1.2a 69.0+2.920
CR 67.4+2.63P 72.1+5.12 66.9+123P 72.61+5.22
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L 66.8+1.62° 66.612.62 61.2+330 72.6+£1.52

LR 67.1+32° 67.2+3.9%° 68.3+1.92 68.9+1.530

Control (C); masa madre control con recubrimiento (CR); masa madre de L.
lactis (L); masa madre inoculada con L. lactis y con recubrimiento (LR). Letras
diferentes en superescrito indican diferencia significativa (p<0.05) entre filas

(tiempo) y columnas (tratamientos).

Por otro lado, la humedad no disminuyé con el paso del tiempo, esto debido
a que, al endurecerse la corteza en el proceso de horneado de pan, esta evita la
migracion de agua de la miga hacia el exterior del pan, evitando tener un pan seco,

el cual es rechazado por los consumidores.

El Unico tratamiento que tuvo menor contenido de humedad fue el pan
control, esto gracias a que la acidificacion en la masa madre ejerce efecto sobre los
granulos de almidén ocasionando que tengan mayor capacidad de retencion de
agua (Arendt et al., 2007). La acidificacion a pesar de haber sido mayor en la masa
madre control, fue mas estable y aparentemente de mejor calidad en la masa madre
fermentada por L. lactis, ocasionando un efecto directo sobre la retencién de agua

en los granulos de almidon y del gluten.

Si bien no existié disminucion de la humedad con el paso del tiempo, si existio
aumento de humedad en los tratamientos C, CR, y L, a excepcion del tratamiento
LR, donde la humedad se mantuvo constante en el tiempo. El aumento de humedad
o la disminucidn de esta es un factor indeseable para los consumidores, existiendo
un deterioro quimico en los tratamientos C, CR y L a los dias 3.5, 3.5 y 10.5,
respectivamente. Ademas, de mostrar mayor impacto en la estabilidad de la
humedad del producto cuando es inoculado L. lactis en la masa madre.

6.9.4 Volumen

El volumen de los panes al paso del tiempo no mostré diferencia significativa
(Tabla 12). Sin embargo, las variaciones son bastante amplias, debido a que el
volumen depende mucho del area del horno, si las masas para elaborar pan son

colocadas en puntos estratégicos o en las orillas del horno.
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Tabla 12. Volumen de los panes de masa madre durante su vida de anaquel

acelerada.
Tratamiento/dia 0 35 7 10.5
C 137.5+11.42 171.4+36.42 175.9+6.12 148.3+16.12
CR 185.0+17.32 160.5+5.52 180.3+23.72 126.5+172
L 183.2+16.22 153.8+36.62 142.7+362 158.3+20.52
LR 176.6+40.42 188.6+7.32 214.8+322 191+36.62

Control (C); masa madre control con recubrimiento (CR); masa madre de L.
lactis (L); masa madre inoculada con L. lactis y con recubrimiento (LR). Todas las
letras en superescrito son iguales, por lo que no hubo diferencia significativa
(p>0.05).

El volumen de los panes aumenta, cuando la masa se coloca inicialmente
tapada, esto para no secar la corteza y permitir el aumento de volumen de la miga,
por lo que los panes se colocan en el horno inicialmente tapados y posteriormente
se destaparon para obtener la corteza dura y crujiente caracteristica del pan de

masa madre.

Aplevicz et al.,, (2013) determinaron la influencia de dos cepas de L.
paracasei y dos cepas de S. cerevisiae en la fermentacion de harina de trigo para
la obtencion del pan de masa madre. Encontraron que cuando aumentaba la acidez
titulable total de la masa madre, obtenian panes de menor volumen, probablemente
debido a que las levaduras no sobrevivieron en ambientes muy &cidos. Ademas, no
mencionaron el uso de algun antibiético en sus recuentos, para no confundir las BAL

y levaduras, las cuales tienen morfologia similar y pueden crecer en ambos medios.

6.10 Andlisis proximal de los panes de masa madre

Los panes de masa madre control (C) no presentaron diferencias en

humedad al utilizar el recubrimiento, siendo la misma para el pan inoculado con L.
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lactis (L). Sin embargo, la tendencia es que la humedad aumenta ligeramente al
utilizar el recubrimiento, el cual es el mismo caso al utilizar masa madre de L. lactis.
Los panes de L. lactis, que pudieran tener mayor cantidad de gluten, pudieran

retener mayor humedad y gas (CO2).

Tabla 13. Resultados de los analisis quimicos proximales de los panes de

masa madre.
Tratamien- Humedad Proteina Grasa (%) Fibra (%) Ceniza (%) Carbohidratos (%)
to/Paramet (%) (%)
ro
C 25.4+0.6* 13.7+0.12 2.2+0.92 1.7+0.12 1.6+02 55.5+1.78
b
CR 28.742.5P 13.6+0.1° 6.0+1.4> 2.0+0.12 1.5+0.12 48.2+4.20
L 290.4+1.92b  14.4+0.42 2.4+0.52 1.8+0.12 1.5+0.12 50.5+3P
LR 33.6x1.12 13.5+0.2P 2.9+2.32b 17+0.12 1.5+0.12 46.7+3.8°

Control (C); masa madre control con recubrimiento (CR); masa madre de L.
lactis (L); masa madre inoculada con L. lactis y con recubrimiento (LR). Letras
diferentes en superescrito indican diferencia significativa (p<0.05).

En cuanto a los niveles de proteina fueron muy similares entre si mostrando
diferencias estadisticas Unicamente entre los tratamientos cuando se aplica el
recubrimiento. Sin embargo, no hay diferencias en cuanto a los tratamientos de los

panes con los distintos tipos de masa madre.

Los niveles de grasa en los panes Unicamente aumentaron cuando se
adicionaba el recubrimiento con aceite esencial de canela, el cual pudo ser
solubilizado en el proceso de desgrasado con Soxhlet. Para el contenido de fibra'y
ceniza tampoco hubo diferencias significativas en los panes. El contenido de
carbohidratos disminuy6 al estar presente el recubrimiento, el cual tiene mayor

proporcion de proteina que de polisacaridos ademas de contener aceite.
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6.11 Vida de anaquel microbiana cualitativa

Al no observarse crecimiento microbiano en la vida de anaquel con
condiciones aceleradas se procedi6 a elaborar panes bajo la misma metodologia y
dejarlo en condiciones ambientales en bolsas de plastico herméticas y se procedio
a observar las muestras de panes, las cudles desde su elaboracion nunca fueron

abiertas de sus empaques.

Se observo crecimiento de moho verde (probablemente Penicillium spp.) al
dia 9 de almacenamiento Unicamente en el pan control (masa madre C y sin
recubrimiento), posteriormente el moho se expandié rapidamente durante los
siguientes 4 dias y se sigui6é observando crecimiento hasta el dia 70 Unicamente en

esa muestra de pan (Figura 18).

En la industria algunas de las practicas en la conservacion del pan es la
adicion de propionato o la acidificacion de la masa. Sin embargo, el moho
dificilmente se inhibe usando alguna de estas dos practicas, por lo que se buscan
alternativas mas eficaces y naturales como el uso de aceites esenciales, los cuales
si tienen efecto inhibitorio frente al moho (Axel et al., 2017). Ademas, la nisina

también tiene efecto inhibidor contra mohos y levaduras (Naidu, 2000).

En el resto de los tratamientos CR (ausencia de L. lactis y presencia de
recubrimiento), L (presencia de L. lactis y ausencia de recubrimiento) y LR
(presencia de L. lactis y de recubrimiento), no hubo crecimiento visible de ningun
microorganismo desde la elaboracién hasta el dia 70 postelaboracion. Esto indica
que el recubrimiento comestible y la inoculacion de L. lactis en masa madre evitan
la proliferacion del moho en el pan y tienen propiedades antimicrobianas por si solas

y en combinacion.

La aparicion de moho en pan tradicional de panaderia se da en el quinto dia
postelaboracion (Seiler, 1976), sin embargo, en el pan de masa madre control
elaborado en la presente investigacion se dio en el noveno dia, por lo que la masa
madre sin inéculo ni recubrimiento, puede aumentar la vida de anaquel microbiana

3 dias maés.
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La apariciéon de moho en el pan control pudo deberse a que en los otros
tratamientos se aplico la inoculacion de L. lactis productora de nisina en el inicio de
la fermentacion de la masa, mientras que al pan horneado se le aplico el
recubrimiento con AECM, por lo que no hubo contaminacién de algin moho antes
o después del horneado del pan y en caso de haber existido este fue eficazmente

inhibido por la biconservacion aplicada.

Dias 0-8 9 10 11 13 70

Tratamientos

C
CR Q e
Y, o
LR ﬁ ’ q “’:

Figura 18. Desarrollo visible de hongos filamentosos los tratamientos de pan de
masa madre a los 70 dias de almacenamiento, control (C), control con recubrimiento
(CR), con masa madre de L. lactis (L) y con masa madre de L. lactis y recubrimiento

(CR). El circulo rojo indica el inicio de la proliferacion microbiana.

Si bien no existid crecimiento microbiano en los panes de masa madre
elaborados con L. lactis y/o la aplicacién del recubrimiento, si existié deterioro
fisicoquimico, en el perfil de textura, siendo el limite de aceptacion el dia 7
poselaboracién en los tratamientos C, CR y L y el dia 10.5 en el tratamiento LR
basado en lo reportado por Sudrez-Pilicita (2024). También existi0 deterioro
fisicoquimico en la cantidad de humedad en los panes, obteniendo un aumento de
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humedad antes del dia 3.5 poselaboracion en los panes Cy CR, y de 7 dias en el

tratamiento L, teniendo una humedad constante en el tratamiento LR.

Existid proliferacion microbiana en el tratamiento C al dia 9 poselaboracion
por lo que su vida util (previo a algun cambio indeseable por parte de los
consumidores) para los panes de masa madre C y CR, tiene como limite el dia 3.5

poselaboracion.

Por su parte el tratamiento L (presencia de L. lactis y ausencia de
recubrimiento) tiene una vida Gtil de 7 dias pues es el limite antes de tener un cambio
fisicoquimico o microbiano, que a pesar de no existir el ultimo, si hubo cambio en el
perfil de textura y humedad teniendo como dia limite antes de cambiar

significativamente estos factores el dia 7.

Finalmente, el tratamiento LR (presencia de L. lactis y de recubrimiento) tiene
al menos una duracién en la vida Gtil de més de 10.5 dias, pues hasta ese tiempo
no hubo cambio significativo, en el perfil de textura (algin cambio indeseable para
el consumidor), ademas de mantenerse constante el perfil de humedad, color,

volumen y microbiano.

La aplicacion de la tecnologia de las barreras mudltiples, inicialmente la
inoculaciéon de Lactococcus lactis NRRL B-50307 en la masa madre (inicio de la
produccion de pan de masa madre) y posteriormente la aplicacion del recubrimiento
con actividad antifingica en el pan obtenido, permite extender la vida de anaquel
del pan de masa madre mas de 7 dias.
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7. CONCLUSIONES

El almidon modificado octenil succinico es buen material de pared en
la microencapsulacion del aceite esencial de canela en el proceso de
secado por aspersion

La obtencion de proteina de quinoa es mas eficaz y con mayor
porcentaje de proteina si se realiza un desgrasado con etanol
posterior a la precipitacion isoeléctrica de la proteina.

La adicion de aceite esencial de canela microencapsulado confiere
actividad antifangica a la pelicula comestible resultante contra
Aspergillus niger GS1, ademas, refuerza las propiedades mecanicas.
La cepa L. lactis NRRL B-50307 se adapt6 a la masa madre elaborada
con harina de trigo y amaranto (9:1 p/p) ademas de acortar los tiempos
de fermentacion, estabilizar el pH y producir nisina A.

Las levaduras propias de la harina de trigo y amaranto pueden ser
inhibidas por la nisina A producida por L. lactis NRRL B-50307, sin
embargo, la levadura S. cerevisiae puede crecer aun en frio si es
afadida posterior al proceso de fermentacion de la masa madre.

El pan elaborado con masa madre inoculada con L. lactis y recubierto
por una solucion filmogénica de proteina de quinoa y quitosano
reforzado con aceite esencial de canela microencapsulado tiene mejor
aceptacion sensorial, mejor calidad fisicoquimica, y mayor vida de
anaquel que el pan de masa madre tradicional. Adicionalmente
favorece la inocuidad del producto por la actividad de L. lactis y la
presencia del recubrimiento activo.

Esta investigacion puede enriquecerse con el analisis de los
compuestos de sabor producidos, la posible presencia de compuestos
bioactivos, asi como la identificacion de las poblaciones bacterianas y
de levaduras que mayoritariamente estan presentes en la masa madre

fermentada.
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“Carta Responsiva”
Titulo del protocolo:

“Vida de anaquel de pan de masa madre adicionado con
Lactococcus lactis NRRL B-50307 y un recubrimiento activo
conteniendo aceite esencial de canela”

Investigador principal: Dr. Carlos Regalado Gonzélez
Estudiante encargado del estudio: L.B. Arturo Tzintzun Torres

Sede donde se realizara el estudio: Pargque biotecnoldgico. Facultad de Quimica.
Universidad Autbnoma de Querétaro.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
La elaboracién de pan de masa madre con harina de trigo y amaranto permite
mejorar la calidad del pan de masa madre, ademas la inoculacion de la
bacteria Lactococcus lactis NRRL B-50307 y la implementacion de un
recubrimiento activo antimicrobiano permite extender la vida util del pan. La
evaluacion sensorial determinara cual es la mejor formulacién, para
posteriormente determinar la vida util del producto.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO
Incorporar la bacteria Lactococcus lactis NRRL B-50307 a masa madre a
base de mezclas de harinas de trigo con amaranto, y posteriormente aplicar
un recubrimiento comestible a base de quitosano y quinoa reforzado con
aceite esencial de canela, al pan elaborado, para extender su vida de anaquel
y garantizar su inocuidad.
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3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO
Este estudio determinara cuél es el mejor tratamiento aceptado por los
consumidores, ademas de caracterizar los atributos sensoriales, para realizar
las pruebas pertinentes mediante las cuales sera determinada su vida de
anaquel.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

1. Se presentaran rebanadas de pan organizadas de manera aleatoria y
enumeradas de manera aleatoria con 3 numeros para su
identificacion, junto con las muestras se repartiran boletas donde los
consumidores evaluaran las muestras.

2. Se pedira que se pruebe cada muestra y se registre en la boleta sus
impresiones con respecto a los atributos sensoriales de la misma.
Entre cada muestra el evaluador limpiara su paladar con trozos de
manzana y agua natural purificada, ademas de pedir a los evaluadores
gue no hablen entre si durante la evaluacion.

3. Una vez finalizado el estudio, se pedira que se entreguen las boletas
al evaluador externo.

5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Todos los tratamientos seran realizados siguiendo las buenas préacticas de higiene
solicitadas en la Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009 (Practicas de
higiene para el proceso de alimentos, bebidas o suplementos alimenticios) y las
recomendaciones de las buenas practicas solicitadas por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados Unidos.

Los ingredientes utilizados en el presente estudio seran:
Para el pan: harina de amaranto y trigo, agua, sal, puede contener o no nisina,
producida por Lactococcus lactis, la cual es una bacteria presente en la flora
intestinal, ampliamente utilizada en la industria de alimentos como agente
conservante. Para el recubrimiento comestible: aceite esencial de canela, almidon
modificado, proteina de quinoa, quitosano (compuesto extraido principalmente de
los caparazones de crustaceos como camarones o langostinos).

6. DURACION DEL ESTUDIO: 15 minutos aproximadamente.
7. ACLARACIONES

e La decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

« Los participantes podran retirarse en el momento que lo deseen, aun cuando
el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo informar o no las
razones, la cual seré respetada en su integridad.
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o El estudio es completamente gratuito.

o No se recibird apoyo econémico por participar.

e En el transcurso del estudio los participantes podran solicitar informacion
actualizada sobre el mismo, al investigador responsable.

« Lainformacion recabada en el estudio sera confidencial.

« En el caso de que el participante lo solicite, se compartiran los resultados
derivados de su participacién, incluyendo los resultados que garantizan
la inocuidad de las muestras del alimento sujeto a evaluacion.

o Previa a la evaluacion el participante indicara un numero telefonico de
emergencia, en el caso de haber emergencia derivada de la intervencion de
la evaluacion sensorial.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si
asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este
documento.

7. INFORMACION DE CONTACTO

Si tiene alguna pregunta acerca de la participacion o busca la opinion de otra
persona fuera del estudio, puede consultar al médico de su confianza.
Cualquier duda con respecto a este estudio, comunicarse con:

Arturo Tzintzun Torres.
Evaluador
Correo: 1416607g@umich.mx

Dr. Carlos Regalado Gonzalez.

Investigador responsable
Correo: regcarlos@gmail.com
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10.2 Anexo 2. Consentimiento informado.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

Facultad de Quimica

UNIVERSIDAD AUTOROMIA DE QUERETARD

Maestria en Cienciay Tecnologia de Alimentos

”

“Carta consentimiento para participar en un proyecto de investigacion
Titulo del protocolo:

“Vida de anaquel de pan de masa madre adicionado con
Lactococcus lactis NRRL B-50307 y un recubrimiento activo
conteniendo aceite esencial de canela”

INVITACION
Estimado/a participante:

Se extiende la cordial invitacion a participar en el presente estudio de investigacion
sobre la evaluacidn sensorial de pan de masa madre. La evaluacion consistira en
probar diferentes tipos de pan y responder algunas preguntas. Antes de tomar la
decision si participa o no, debe conocer cada apartado del documento. Este proceso
se conoce como consentimiento informado. Est4 en toda libertad y derecho de
preguntar o extender sus dudas sobre cualquier aspecto o inquietud sobre la
actividad de esta investigacion.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se
le pide que firme dicho documento de consentimiento informado, del cual se le
entregara una copia firmada y fechada.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
La elaboracién de pan de masa madre con harina de trigo y amaranto permite
mejorar la calidad del pan de masa madre, ademas la inoculacion de la
bacteria Lactococcus lactis NRRL B-50307 y la implementacion de un
recubrimiento activo antimicrobiano permite extender la vida util del pan. La
evaluacion sensorial determinara cual es la mejor formulacién, para
posteriormente determinar la vida util del producto.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO
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Incorporar la bacteria Lactococcus lactis NRRL B-50307 a masa madre a
base de mezclas de harinas de trigo con amaranto, y posteriormente aplicar
un recubrimiento comestible a base de quitosano y quinoa reforzado con
aceite esencial de canela, al pan elaborado, para extender su vida de anaquel
y garantizar su inocuidad.
3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Este estudio determinara cuél es el mejor tratamiento aceptado por los
consumidores, ademas de caracterizar los atributos sensoriales, para realizar
las pruebas pertinentes mediante las cuales sera determinada su vida de
anaquel.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

1. Se presentaran rebanadas de pan organizadas de manera aleatoria y

enumeradas de manera aleatoria con 3 numeros para su
identificacion, junto con las muestras se repartiran boletas donde los
consumidores evaluaran las muestras.

Se pedira que se pruebe cada muestra y se registre en la boleta sus
impresiones con respecto a los atributos sensoriales de la misma.
Entre cada muestra el evaluador limpiara su paladar agua natural
purificada, en caso de requerir mas solicitarla, ademas de pedir a los
evaluadores que no hablen entre si durante la evaluacion.

Una vez finalizado el estudio, se pedir4 que se entreguen las boletas
al evaluador externo.

5. CRITERIOS PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO
5.1. CRITERIOS DE INCLUSION

Los participantes forzosamente deberan ser personas que consuman
pan habitualmente (1 vez por semana), para garantizar una
calificacion adecuada por parte del consumidor, asi como la deteccion
apropiada de atributos.

Edad entre 18 a 70 afios, ya que el pan es un alimento de gran
consumo en México por personas de todas las edades, lo cual evitara
sesgos en la calificacién de las muestras y por lo tanto se obtendra
una calificacion representativa.

5.2 CRITERIOS DE EXCLUSION
Las personas con los siguientes criterios seran rechazadas en la participacion
del presente estudio por las razones correspondientes;

Personas que no gusten del pan o no lo consuman habitualmente (1
vez por semana), ya que no podrian realizar una calificacion adecuada
y no podrian detectar los atributos entre las muestras de forma
apropiada, por el consumo inhabitual del alimento.
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« Personas con alergias al trigo, amaranto, nisina, quitosano (o
crustadceos como camaron), canela o intolerantes al gluten (celiacos)
ya que las muestras contendran todos los ingredientes mencionados
y se requiere garantizar el bienestar de los consumidores.

6. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

El riesgo a los participantes es minimo, todos los tratamientos seran realizados
siguiendo las buenas practicas de higiene solicitadas en la Norma Oficial Mexicana
NOM-251-SSA1-2009 (Practicas de higiene para el proceso de alimentos, bebidas
o0 suplementos alimenticios) y las recomendaciones de las buenas practicas
solicitadas por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados
Unidos.

Los ingredientes utilizados en el presente estudio seran:

Para el pan: harina de amaranto y trigo, agua, sal y nisina. Lactococcus lactis es
una bacteria presente en la flora intestinal, ampliamente utilizada en la industria de
alimentos como agente conservante, sin embargo, la bacteria L. lactis no estara
presente en el pan, ya que sera eliminada en la elaboracion del pan cuando este
sea horneado pero quedara presente la nisina producida la se ha etiquetado
“‘Generalmente Reconocida como Segura” (GRAS) por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA).

Para el recubrimiento comestible: aceite esencial de canela, almidon modificado,
proteina de quinoa, quitosano (compuesto extraido principalmente de los
caparazones de crustaceos como camarones o langostinos).

En el caso de que el participante sea alérgico a alguno de los ingredientes y no
tenga conocimiento previo, debera notificar a los evaluadores y para ser transferido
a la unidad de cuidados médicos de la Universidad Autbnoma de Querétaro.

7. DURACION DEL ESTUDIO: 15 minutos aproximadamente.

8. UBICACION DEL ESTUDIO: Parque Biotecnoldgico, en la Universidad
Auténoma de Querétaro, Querétaro Cerro de las Campanas, Centro Universitario,
76010 Santiago de Querétaro, Qro.

9. ACLARACIONES

o La decisién de participar en el estudio es completamente voluntaria.

e Los participantes podran retirarse en el momento que lo deseen, aun
cuando el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo
informar o no las razones, la cual sera respetada en su integridad.

o El estudio es completamente gratuito.

e No se recibird apoyo econémico por participar.
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e En el transcurso del estudio los participantes podran solicitar
informacion actualizada sobre el mismo, al investigador responsable.

« Lainformacion recabada en el estudio sera confidencial.

e En el caso de que el participante lo solicite, se compartiran los
resultados derivados de su participacion, incluyendo los resultados
gue garantizan la inocuidad de las muestras del alimento sujeto a
evaluacion.

o Previa a la evaluacion el participante indicara un nimero telefénico de
emergencia, en el caso de haber emergencia derivada de la
intervencion de la evaluacion sensorial.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si
asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este
documento.

10. INFORMACION DE CONTACTO

Si tiene alguna pregunta acerca de la participaciébn o busca la opinién de otra
persona fuera del estudio, puede consultar al médico de su confianza.
Cualquier duda con respecto a este estudio, comunicarse con:

L. B. Arturo Tzintzun Torres. Evaluador
Correo: 1416607g@umich.mx

NUmero telefénico: 4431047494

Dr. Carlos Regalado Gonzalez. Investigador responsable
Correo: regcarlos@gmail.com

NUmero telefénico: 4421238332

11. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido la informacién anterior y he
aceptado participar en la evaluacion sensorial de pan de masa madre, en el caso
de tener dudas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y
entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos
con fines cientificos. Recibiré una copia firmada y fechada de este formato de
consentimiento.
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Firma del Participante Fecha

Testigo 1 Fecha
Testigo 2 Fecha
Se ha explicado al Sr(a). la naturaleza y

los propdsitos de la investigacion; se ha explicado acerca de los riesgos (en el caso
de haber) y beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas
y resuelto las inquietudes del participante de manera clara y concisa. Acepto que he
leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion con
seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el
presente documento.

Firma del investigador Fecha
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10.3 Anexo 3. Carta de revocacidn del consentimiento informado

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

UNVERSIDAD AUTOROAUAL DE DUERETARD

Facultad de Quimica

Maestria en Cienciay Tecnologia de Alimentos

“Carta revocacion del consentimiento informado”
Titulo del protocolo:

“Vida de anaquel de pan de masa madre adicionado con
Lactococcus lactis NRRL B-50307 y un recubrimiento activo
conteniendo aceite esencial de canela”

Investigador principal: Dr. Carlos Regalado Gonzalez
Estudiante encargado del estudio: L.B. Arturo Tzintzun Torres

Sede donde se realizara el estudio: Parque biotecnoldgico. Facultad de Quimica.
Universidad Auténoma de Querétaro.

Nombre del participante:

Estimado/a responsable del estudio:

Por medio de la presente, quiero revocar mi consentimiento para participar en la
evaluacion sensorial de pan de masa madre de la investigacion: “Vida de anaquel
de pan de masa madre adicionado con Lactococcus lactis NRRL B-50307 y un
recubrimiento activo conteniendo aceite esencial de canela”. He decidido retirarme
de la evaluacion por las siguientes razones: (Puede dejarlo en blanco si no desea
mencionar las razones.)
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Si el participante lo desea, podra solicitar que le sea entregada toda la informacion
gue se haya recabado sobre el/ella con motivo de su participacion en el proyecto de
investigacion.

_
Nombre y firma del paciente dia mes afio

_
Nombre y firma del testigo dia mes afio

_
Nombre y firma del testigo dia mes afio

Con copia para el participante (se debera elaborar por duplicado, quedando una
copia en poder del participante).
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10.4 Anexo 4 Formato de Evaluacién Sensorial

EVALUACION DE PAN DE MASA MADRE

Fecha:
Sexo:
Edad:
¢Es usted consumidor frecuente de pan? Si No

Antes de comenzar la evaluacion, lea cuidadosamente las instrucciones:

Introduccion

El pan de masa madre es un tipo de pan elaborado utilizando masa madre como
agente leudante. La masa madre es una mezcla de harina y agua fermentada por
levaduras y bacterias presentes en el medio ambiente. Este proceso de
fermentacion le otorga al pan de masa madre un sabor Unico, una textura mas
caracteristica y una mejor conservacion.
Este tipo de pan se utiliza en una variedad de comidas, desde desayunos hasta
cenas. Es comun encontrarlo en panaderias artesanales y en restaurantes de alta
cocina. Se puede disfrutar solo, con aceite de oliva y sal, o acompafiado de quesos,
embutidos, patés, sopas, ensaladas y otros platos.

Una de las principales diferencias entre el pan de masa madre y el pan comdn es
su proceso de fermentacion. El pan de masa madre requiere un proceso de
fermentacion mas largo, que puede durar varias horas o incluso dias. Esto
contribuye a su sabor mas complejo y su textura caracteristica. Ademas, el pan de
masa madre tiende a tener una corteza mas crujiente y un interior con alvéolos mas
grandes y una miga mas densa. En términos nutricionales, el pan de masa madre
también puede tener beneficios adicionales, ya que la fermentacién natural puede
aumentar la digestibilidad y la disponibilidad de nutrientes.

Instrucciones

Frente a usted se encuentran cuatro muestras de pan, cada una con un codigo diferente.
Tome una muestra y, de acuerdo con su preferencia, evalle los atributos que se le solicitan,
marcando el nUmero correspondiente a la calificacion segun corresponda su preferencia
para cada uno de los atributos y anotando en la boleta el codigo de la muestra




Puntaje Calificacién
9 Me gusta muchisimo
8 Me gusta mucho
7 Me gusta bastante
6 Me gusta ligeramente
5 Ni me gusta ni me disgusta
4 Me disgusta ligeramente
3 Me disgusta bastante
2 Me disgusta mucho
1 Me disgusta muchisimo
Atributo Muestra: | Muestra: | Muestra: | Muestra:
Color
Olor
Sabor
Textura

Aceptacion

Descripcion
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10.5 Anexo 5. Invitacion para los participantes.

DR (e (o]} 87® B UNIVERSIDAD AUTONOMA DE

QUERETARO
: Jueves 22 de Facultod e Quimica
@l Febrero del 2024
12:30 - 2:30 p.m. Se extiende la cordial invitacion a participar en el

estudio de investigacion:

Laboratorio de

evaluacion
G o
sansorial ubicado Vida de anaquel de pan de masa madre adicionado con

en el Centro Lactococcus lactis NRRL B-50307 y un recubrimiento

Académico de activo conteniendo aceite esencial de canela”

Innovacion y

Desarrollo de

Productos La actividad consiste en formar parte de un panel de

gof;:::;;‘:‘:) consumidores en la evaluacion sensorial de muestras
de pan de masa madre a base de trigo y amaranto.

Para poder participar en el estudio deberas:

« Ser consumidor habitual de pan (1 vez por semana)
¢ Tener entre 18-70 anos

* No ser alergico a: trigo, gluten, amaranto, nisina, canela, quinoa, lactosa,
quitosano (o crustaceos como camaron).
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10.6 Anexo 6. Certificaciones del aceite esencial de canela comercial

Cancda

El aceite de Canela es uno de los
mas utilizados para aromatizar
ambientes y es un elemento
"‘J“"‘ recurrente en la qa;tronomia y
i aromaterapia, gracias a su olor y
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BELLEZA VITALIDAD

Efecto humectante
Ayuda a la disminucion de manchas de la piel
Ayuda en (2 caida del cabello

Ayuda a disminair o prevenir los dolores de cabeza
Ayuda a reducir los dolores abdominales
Ayuda en la sensacion de naeseas

Promueve [2 hidratacion del cabello

BIENESTAR

Ayuda al incremento de energia
Ayuda a repeler insectos de forma natural
Ayuda a refrescar el aliento

Promuzve |2 relajacion

NUESTRAS CERTIFICACIONES

Extraemos el poder de cuidar cada detalle para mantenerlo puro e intacto.
Creamos producto a base de ingredientes organicos y naturales, con certificaciones que avalan nuestro proceso productivo.
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