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Resumen

La papa roja Oxalis tuberosa es un tubérculo originario de la region Andina, que se
ha adaptado al suelo mexicano siendo su cosecha anual de noviembre a febrero.
En estudios realizados sobre la papa roja han encontrado que tiene poder
antioxidante y en investigaciones mas recientes han hallado que tiene un gran
efecto antimicrobiano inhibiendo Escherichia coli, Listeria monocytogenes y
Aspergillus niger. Uno de los principales problemas en la panificaciéon es la
contaminacion por microorganismos, por eso la industria ha incorporado aditivos
para prolongar la vida de anaquel, sin embargo la demanda por obtener productos
menos sintéticos ha llevado al uso de antimicrobianos naturales como aceites
esenciales. Debido a la necesidad de productos antioxidantes y antimicrobianos
de origen natural, se opt6 por la elaboracion de extractos antimicrobianos a partir
de harina de cascara de Oxalis tuberosa y solventes como hexano, acetona y
etanol, estos fueron evaluados en cuanto a la actividad de antimicrobiana vy
antioxidante obteniendo que el extracto con etanol logra inhibir a bacterias Gram
positivas y negativas, en cuanto al contenido de antioxidantes mostré un total de

9.23 mg EAG/mg para fenoles, posteriormente fue aplicado en un pan danés
analizando los parametros de textura, color, ay, indice de perdxido y crecimiento

microbioldgico, para tener un punto de comparacion se elabor6 un control y un pan
al cual le fueron agregadas bacterias deterioradoras de productos, todos los
tratamientos fueron almacenados durante 30 dias en bolsas de celofan. Durante el
almacenamiento el pan con extracto (PE) estuvo dentro de los limites permisibles
de la carga microbiolégica y comprobando que la aplicacion de este inhibe el
crecimiento de bacterias obteniendo 4.48 log (UFC/mL) mientras que el control

esta 7 fases logaritmicas arriba de este resultado.

\



ABSTRACT

Red potato Oxalis tuberosa is an andean tuber, which has adapted to the Mexican
soil in its annual harvest from november to february. In studies on the red potato it
was found that it has an antioxidant power and in the most recent investigations it
was found with antimicrobial effect inhibiting Escherichia coli, Listeria

monocytogenes and Aspergillus niger.

One of the main problems for bread it's the contamination by microorganisms, that
is why the industry has incorporated preservatives to prolong the shelf life,
however the demand for obtaining less synthetic products has led to adopt the use
of natural antimicrobials as essential oils. Due to the need of antioxidants and
antimicrobial products of natural origin, it was choose the elaboration of
antimicrobial extracts from Oxalis tuberosa peel and solvents such as hexane,
acetone and ethanol, these were evaluated in terms of antimicrobial activity and
antioxidant obtaining that the extract with ethanol was able to inhibit Gram positive

and negative bacteria with a total of 9.23 mg EAG / mg for phenols, later it was
applied in a Danish bread that was analyzed in parameters of texture, color, ay,

peroxide index and microbiological growth, to have a point of comparison, it was
use a control and a bread inoculated with deteriorating bacteria, all treatments
were stored for 30 days in cellophane bags. During storage the bread with extract
(PE) remained within the allowed limits of the microbiological load and it was found
that the application of this inhibits the growth of bacteria obtaining 4.48 log (CFU /

mL) while the control is 7 logarithmic phases above this result.

VI



1. Introduccioén

El consumo de productos de panificacion ha ido aumentando en la ultima década
debido a la accesibilidad de produccion y adquisicion por parte de la poblacion, en
México el pan dulce es el producto de preferencia, siendo mas adquirido el pan a
granel elaborado en panaderias artesanales o panaderias semi-industriales
(Secretaria de Economia, 2017). Durante el periodo de almacenamiento el pan
comienza a perder propiedades fisicoquimicas y convirtiéndose en un medio de
crecimiento para microorganismos debido a factores como disponibilidad de

nutrientes en la matriz alimentaria, temperatura proporcionada por el ambiente y
actividad de agua ay (Guynot et al., 2003). El pan es frecuentemente contaminado

por hongos, levaduras y bacterias, ya que durante el proceso de empacado el pan
no ha sido enfriado completamente y atrapa humedad en el empaque lo cual
favorece al crecimiento de estos microorganismos, sin embargo también existe
una alta probabilidad de contaminacidn por bacterias principalmente por el género
Bacillus debido a la presencia de esporas en materias primas como harina y
azucar, asi mismo un factor determinante en cuanto a la proliferacién bacteriana
son las buenas practicas de manufactura, el uso de ingredientes adecuadamente
limpios, desinfectados y la manipulacion por parte del consumidor (Valerio et al.,
2015).

Han sido tomados distintos caminos de accidén en contra de los deterioradores del
pan siendo el mas comun el uso de conservadores sintéticos, sin embargo
algunos de ellos han presentado tener efectos nocivos en la salud del consumidor,
también se han adicionado compuestos de origen natural como el acido ascorbico
como medio de conservacion sin embargo la sociedad no lo encuentra adecuado.
El uso de aceites esenciales, antioxidantes y antimicrobianos de origen natural ha
sido una excelente opcidn para sustituir a los compuestos sintéticos, en la
naturaleza es encontrada una variedad de productos con alta capacidad
antioxidante como té negro, especias, ajo, canela y jengibre, por mencionar

algunos, y han obtenido buenos resultados en su aplicaciéon en carnicos, lacteos,



productos con alto contenido de huevo, algunos de estos productos son aplicados
directamente en la matriz alimentaria o realizan extractos para obtener los
compuestos bioactivos y ser adicionados al alimento (Lai & Roy, 2004). En
diferentes investigaciones ha sido determinado que la papa Oxalis tuberosa posee
una alta capacidad antioxidante principalmente por la presencia de fenoles y
antocianinas lo cual la hace resistente a microorganismos (Flores et al., 2002)
(Godinez, 2016).

En el siguiente trabajo de investigacion fue realizado un extracto a partir de la
cascara de Oxalis tuberosa para aplicarlo en productos de panificacion y evaluar si
existe una inhibicion de microorganismos deterioradores que son encontrados en

el pan con el fin de aumentar la vida de anaquel del producto terminado.



2. Cereales

A nivel mundial los cereales son de suma importancia en la alimentacion debido a
su bajo costo y facil acceso, éstos constituyen el 50% de la ingesta de
carbohidratos en la dieta actual, una tercera parte del consumo de proteinas y del
50 - 60% del aporte requerido de vitamina B1, B2 y B12, dentro de los cereales
destaca el consumo de: trigo, arroz, centeno, cebada, mijo y avena (Belitz et al.,
2009). En el area de la panificacién el trigo juega un papel muy importante, donde
la harina es obtenida por la molienda del cereal y representa la base para casi
todos los productos de panificacion. Su amplio uso en la industria, es debido a la
formacion de gluten (matriz proteica) que brinda propiedades viscoelasticas a las

masas elaboradas con este cereal (Codina et al., 2013).

2.1 Trigo (Triticum aestivum)

Morfolégicamente el trigo consta de tres componentes principales: germen,
endospermo y salvado (Figura 1). El endospermo representa el 82% del peso total
del grano y esta compuesto principalmente de almidén y proteinas (Juarez et al.,
2014). Dentro de las proteinas que son encontradas en el endospermo hay cuatro
fracciones, albuminas, globulinas, gliadinas y gluteninas, siendo estas dos ultimas
las encargadas de forma una red tridimensional llamada gluten. Al formar una
masa viscoelastica estas proteinas tienen un papel definido, las gliadinas son
encargadas de dar viscosidad a la masa mientras que las gluteninas brindan
fuerza y elasticidad. La red de gluten es desarrollada a partir de la
desnaturalizacion de las fracciones proteicas lo que es conseguido con el esfuerzo

mecanico que se realiza durante el amasado (Belitz et al., 2009).



Figura 1. Morfologia del grano de trigo

Tras la separacion de las partes del trigo se realiza la molienda del endospermo lo
que es conocido como harina, la cual esta compuesta por almidén, proteinas
polisacaridos diferentes al almidén y lipidos (Tabla 1). Las harinas son clasificadas
de acuerdo al porcentaje de proteina que contienen dividiéendose en tres grupos:
harina de proteina cristalina la cual contiene del 12.5% - 16.5% utilizada para la
fabricacion de pastas, harina panadera de 14.4% - 10.5% y harina suave de 8% -

10.5% la cual es utilizada para la elaboracion de galletas (De la Vega, 2009).

Tabla 1. Componentes de
harina de trigo

%

Almidén 70-75

Proteina 10-12
Polisacaridos 2-3

Lipidos 2




2.2 Productos de panificaciéon

El pan es un simbolo sagrado para la cultura cristiana, judia, griega y egipcia,
siendo los egipcios quienes iniciaron la produccién de pan. Este producto es
basico en la dieta de la mayoria de los paises debido a su alto valor nutricional y
una produccion simple con utensilios e ingredientes faciles de encontrar, el
proceso general para la elaboracién de los productos de panificacion es la mezcla
de ingredientes, amasado, fermentacion, ponchado/formado y horneado. La
industria de la panificacion comienza en Europa debido a la propagacion del trigo
como cultivo, donde la produccion de la mayoria de los productos es enfocada en
pan de mesa para acompafar carnes frias 0 quesos, sin embargo después de la
aparicion del azucar que llegaba desde Asia el pan comenzo6 a tomar otro giro y
también fueron creados productos dulces que eran enfocados principalmente para

la clase burguesa debido al alto costo del azucar (Serna-Saldivar, 2016).

2.2 1 Panificaciéon en México

Los productos de panificacion estan incluidos dentro de la canasta basica de la
poblacion mexicana En México se puede encontrar una amplia variedad de pan
debido a que en cada estado tiene un producto representativo que hace alusion a
la cultura y tradiciones del lugar, es por eso que han sido registrados alrededor de
1,000 variedades que son distinguidas por la masa de elaboracion, forma y region
(Profeco, 2018).

Las principales masas utilizadas en la panaderia mexicana son blanca o salada,
dulce, hojaldre y danesa, esta ultima es una masa compleja ya que los
ingredientes utilizados son similares a los de la masa dulce sin embargo la
incorporacion de la materia grasa requiere de procesos mecanicos y una
administracién de tiempo y temperatura para no afectar la textura del producto
final. Dentro de los productos de panificacion dulces los de mayor importancia



econdmica son los derivados de la masa danesa debido a la cantidad de insumos
con la que es elaborada no obstante el costo no impide que estos productos sean

de los mas consumidos en el pais.

2.2.1.1 Masa Danesa

La principal caracteristica de los panes elaborados con masa danesa es la
formacion de capas multiples en la miga, para lograr esto la materia grasa es
aplicada por medio de rodillo y la masa es doblada de 3 a 7 veces para conseguir
esa caracteristica especial. Otra de las caracteristicas de esta masa es que
contiene del 4 al 15% de azucar, una vez horneado puede adoptar diferentes
formas como cuernitos, roles de canela, chocolatin y el pan obtenido puede
bafarse con almibar o es glaseado o relleno dependiendo de la variedad. El pan
danés generalmente es elaborado con harina de trigo, huevo, azucar, levadura y

grasa como: margarina o mantequilla (Serna, 2016).

2.2.1.1.1 Harina de trigo

Es el producto de la molienda del endospermo del trigo, tiene un alto contenido en
carbohidratos y proteinas, de estas ultimas resaltan la gliadina y glutenina las
cuales forman el complejo proteico denominado gluten que es fundamental para el
volumen del pan. De todas las harinas es la unica que posee la capacidad de
formar una masa cohesiva capaz de retener el gas que es formado debido a la
fermentacién ocasionada por las levaduras, brindando estructura al producto final.
El centeno es otro cereal que tiene esta capacidad sin embargo las propiedades
viscoelasticas que son logradas con el trigo no son comparadas con ningun otro
cereal (Belitz, 2009).



2.2.1.1.2 Azucar

El termino refiere a los productos con diferente grado de refinamiento obtenidos de
la cafa de azucar, el nivel de procesamiento puede notarse en la coloracion y
tamano del grano, el producto que es consumido generalmente en los hogares es
la azucar estandar o granulada, esta es utilizada como endulzante de bebidas,
productos de reposteria y panaderia (Perez-Portundo, 2012). Este ingrediente
cumple con funciones especificas en panaderia, agrega dulzura y sabor al
producto, suaviza y al mismo tiempo hace la textura del pan mas fina, sirve como
alimento a las levaduras que otorgan el volumen al pan por la fermentacion
liberando CO, que queda encapsulado por la red de gluten, dentro de estas
funciones cabe destacar que junto con las proteinas brindan un color dorado a la

corteza del pan debido a la reaccion de Maillard (Gisslen, 2013).

2.2.1.1.3 Huevo

Las funciones primordiales del huevo en los productos de panificacion
corresponden a: dar estructura como resultado de la coagulacién de las proteinas,
los productos con alto contenido de azucar y grasa debilitan la red de gluten pero
el huevo la estabiliza, la yema de huevo contribuye a otorgar volumen y textura
tersa al pan debido a los emulsificantes que posee, proporciona humedad y color a

la miga (Gisslen, 2013).

2.2.1.1.4 Levadura

Las levaduras son hongos unicelulares no filamentosos, son capaces de crecer
como anaerobios facultativos, estas realizan una respiracidon aerdbica para
metabolizar los azucares hasta didoxido de carbono y agua, si carecen de oxigeno
fermentan los azucares produciendo etanol y CO, (Coronel Navarro, 2015). El



agente leudante biolégico mas utilizado en la industria de la panificacion es la
levadura Saccharomyces cereviceae la cual es encontrada en tres formas
comerciales: fresca o comprimida, seca-activa e instantanea o liofilizada. La
levadura instantanea es la que posee mayor vida de anaquel y rendimiento, las
funciones destacables del uso de este leudante son el incremento de volumen al
pan por la generacién de CO, como resultante de la fermentacion y la formacién

de precursores de sabor por la fermentacién alcohdlica.

2.2.1.1.5 Grasas

Los productos grasos utilizados se eligen tomando en cuenta su punto de fusion,
dureza a diferentes temperaturas, sabor y capacidad emulsificante. Las grasas
mas utilizadas son grasas animales, vegetales, margarinas y derivados de la leche
como mantequilla. La NMX-F-165-S-1978 establece que la margarina es un
producto elaborado por la emulsificacion liquida o plastica de grasas animales o
vegetales con leche o agua. Dentro de la panaderia existen dos tipos de
margarinas una es destinada para pasteles y otra para pan, las que son utilizadas
en la elaboracion de pan son significativamente mas duras y elasticas en
comparacion a las destinadas a pasteleria, por lo que son excelentes para el
proceso de rolado y la formacién de capas en productos elaborados con masa
danesa (Gisslen, 2013).

En general los ingredientes utlizados en la elaboracion del pan son perecederos y
para el caso de la masa danesa la cantidad de grasa utilizada juega un papel
imprtante en la vida de anaquel del producto terminado debido a que con la
exposicion a luz y temperatura esta tiende a oxidarse ocasionando el rechazo por
el consumidor, es por eso que en la industria de panificacién y de alimentos son
elaborados modelos para determinar el periodo de tiempo en el que deben

consumir los productos.



2.3 Vida de anaquel

El pan es un alimento muy complejo debido a sus caracteristicas fisicoquimicas,
sin embargo el deterioro del producto comienza desde su salida del horno con la
retrogradacion de almidones, a los cambios como la perdida de humedad en la
miga, ablandamiento de la corteza y cambios de sabor a través del tiempo y es
denominado “envejecimiento del pan”. Aunado a esto debido a que es un sistema
rico en carbono y nitrégeno es susceptible al deterioro por hongos, levaduras vy
bacterias, por lo que en la industria alimentaria ha recurrido al uso de aditivos
como retardadores en el envejecimiento y el uso de conservadores sintéticos
(Salgado & Jimenez, 2012).

La vida de anaquel es el periodo de tiempo después de la produccion del alimento
en condiciones controladas, durante este periodo el producto tendra perdida de
propiedades sensoriales, fisicoquimicas y microbioldgicas. Este tiempo de vida es
influenciado por la materia prima, el proceso y las condiciones sanitarias durante
este, envasado, almacenamiento y practicas de los consumidores. Existen
meétodos para prolongar la vida de anaquel de los alimentos, estos métodos son
basados principalmente en modelos matematicos y procesos de aceleracion en los
cuales se somete al alimento a cambios de temperatura en periodos cortos de
tiempo, uno de los modelos mas conocidos es el Factor Q1, este es derivado de la
ecuacion de Arrhenius. También existen otros métodos que son encaminados a
predecir la cantidad de microorganismos que crecen en el alimento en cierto
periodo de tiempo con lo que se puede calcular la fecha de consumo preferente.
La mayoria de los métodos y tecnologias para la preservacién de los alimentos
son guiados a la inhibicién de la carga microbiolégica debido a que esta puede
influir en los aspectos fisicoquimicos y sensoriales del producto, asi como causar

enfermedades a los consumidores (Carrillo & Reyes, 2007).



3. Bacterias

3.1 Dominio bacteria

Los microorganismos que estan dentro de este dominio son descritos como
células procariotas con una amplia diversidad morfologica vy fisioldgica, las cuales
tienen importancia médica, ambiental y alimenticia ya que dependiendo de sus
caracteristicas son clasificadas como benignas o patégenas para la salud humana,
asi como ayudar a sintetizar algunos desechos o subproductos de procesos
industriales para convertirlos en productos reutilizables (Madigan et al., 2010).
Dentro de las bacterias que destacan en la tecnologia de alimentos son
encontradas las bacterias acido lacticas ya que juegan un papel importante debido
a su uso en productos lacteos, principalmente en las fermentaciones, de igual
forma algunos metabolitos como las bacteriocinas han sido empleadas como
antimicrobianos alternativos para preservar la vida de anaquel de diferentes
productos (Parra, 2010). Aunque han sido empleados varios microorganismos en
la industria alimentaria y existen reportes que no tienen efectos negativos en la
salud de los consumidores de dichos productos, algunas bacterias pueden ser
perjudiciales debido a que son causantes de diversas infecciones o enfermedades

derivadas del consumo de alimentos contaminados.

3.2 Importancia de las bacterias en alimentos

Existen varias formas de interpretar la presencia de los microorganismos en los
alimentos, una de ellas es desde el punto de vista toxicoldgico, es decir, hablando
de ellos como contaminantes que causan el deterioro del producto y que si es
consumido puede causar desde sintomas como vomito, diarrea hasta
enfermedades como salmonelosis, diarrea del viajero o causar danos severos en

el sistema inmunoldégico.
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Otra forma de abordarlos es como auxiliares en procesos para la elaboracion de
alimentos, un ejemplo de esto es el uso de las bacterias acido lacticas (BAL) las
que son utilizada para la fermentacion de productos lacteos como el yogurt o
quesos, en la fermentacion de vegetales como en el sauerkraut o kimchi que son
ricos en probioticos ayudando asi al organismo, las BAL también son usadas en la
industria de la panificacion, con ellas es elaborada la masa madre o sourdough
obteniendo un producto de corteza firme, con un ligero sabor acido. Por otro lado
las BAL también son aplicadas en la preservacion de los alimentos debido a que
los metabolitos secundarios de estas pueden inhibir el crecimiento de
microorganismos patdégenos en los productos alimenticios, un ejemplo de esta
accion es la nisina, bacteriocina que es excretada por Lactococcus lactis, la nisina
es efectiva contra bacterias Gram positivas protegiendo a productos lacteos y
carnicos de C. botulinum, B. cereus y L, monocytogenes (DiCagno et al., 2016).
Para poder determinar que bacterias son benéficas y daninas para los alimentos y
el ser humano es necesario realizar una identificacion a nivel colonial y celular de
los microorganismos, debido a la constante investigacién de estos organismos han
sido desarrolladas diferentes técnicas de identificacion y hoy en dia existe la
opcidn de hacerla por medio del material gendmico que con el apoyo de otras

técnicas nos da un panorama mas confiable del tipo de cepa.

3.3 Identificacion de bacterias

Debido a la necesidad de conocer las caracteristicas de los microorganismos y
asi poder clasificarlos en categorias han sido realizados diversos estudios para
medir de forma cualitativa y cuantitativa éstas caracteristicas a nivel celular y en la
formacion de colonias, estas pruebas pueden ir desde lo mas sencillo como
observar la forma de la célula, pasando a diversas tinciones y pruebas

bioquimicas hasta la identificacion de la cepa por medio del 16S rARN y de PCR.
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3.3.1 Morfologia celular

Para poder observar las células es necesario el uso de un microscopio 6ptico, con

esto es posible distinguir seis formas para bacterias:

e Cocos: Corresponden a células esféricas u ovoides que forman
agrupaciones como: diplococos, tétradas y sarcinas entre otras
agrupaciones.

e Bacilos: Son células de forma cilindrica que pueden formar diplobacilos o
cadenas denominadas estreptobacilos.

e Espirilos: Bacilos que son curvados en forma de espiral

e Espiroquetas: Son una agrupacion de bacterias que forman cadenas largas
que asemejan la forma de un sacacorchos

e Bacterias con apéndices: Estas tienen una protuberancia o hinchamiento en
un extremo formando tubos o tallos.

e Filamentosas: Células largas que forman cadenas delgadas, asemejando

un poco a las hifas no septadas (Black et al., 2012).

3.3.2 Tinciones

Existe una variedad de tinciones las cuales pueden aplicarse dependiendo de lo
que se esté buscando en cuanto a la célula, como ejemplo, las tinciones simples
en las cuales la bacteria es tefiida de un solo color a la bacteria, son utilizadas
para observar la forma de la célula, por otro lado las tinciones compuestas en las
cuales dos 0 mas tintes son aplicados para clasificar las bacterias dependiendo de
caracteristicas especiales, también hay tinciones positivas en las cuales la célula
es coloreada en un fondo claro y negativas en las cuales es usado en un fondo

obscuro para observar las estructuras celulares (Jacome et al., 2014).

e Tincidon Gram: Esta tincion esta relacionada con la composicion de la pared
celular de la bacteria, segun esta distincidn es posible clasificarlas en dos
grupos: Gram positivas y Gram negativas.



o Gram positivas: La pared celular esta compuesta por capas de
peptidoglicano lo cual permite la retencion de tinte cristal-violeta
después de la decoloracién con acetona dando a la célula u color
azul intenso o purpura.

o Gram negativas: las bacterias que entran en esta clasificacion son
caracterizadas por tener una membrana externa con
lipopolisacaridos por lo que no son capaces de retener el cristal
violeta y sélo son coloreados con la safranina la cual otorga un color

rojo.

3.3.3 Morfologia colonial

La morfologia colonial es derivada de la celular ya que corresponde a las
caracteristicas que forma la agrupacion de células o biomasa tomando en cuenta

los siguientes aspectos:

e Forma de la colonia: Delimitada por los bordes y espesor, los cuales le dan
formas como circular, puntiforme, irregular, rizoide y fusiforme.

e Bordes: Describe la delimitacidén de la colonia celular, considerandose como
entero, ondulado, lobulado y filamentoso.

e Elevacién: Hace alusion a la forma que adquiere el espesor de la colonia,
clasificando en plana, convexa y elevada la cual es como una semiesfera.

e Superficie: Es la percepcion visual que tiene la colonia; lisa, rugosa o
plegada.

e Consistencia: Al realizar una recoleccion con asa bacteriolégica la colonia
puede ser seca, viscosa, filamentosa o viscosa.

e Color: Esta percepcion puede darse de diferentes formas, ya que las
colonias tienden a comportarse diferente dependiendo del medio de cultivo

y si esté posee algun colorante como indicador.



e Caracteristicas oOpticas
o Luz transmitida: Al observar a través de la colonia, si no permite el
paso de luz es considerada opaca, traslucida si permite el paso de
luz pero no hay distincidn objetos a través de ella y transparente si
es que se pueden ver objetos a través de ella.
o Luz reflejada: Determinada al observar la superficie de la colonia

dividiéndola en opaca o brillante.

Con estas caracteristicas morfolégicas es posible comenzar a agrupar la colonia
en algun género de bacterias por medio de la comparacion con las morfologias
reportadas en la bibliografia sin embargo es necesario realizar otro tipo de

pruebas para tener certeza en la identificacion (Ingraham & Ingraham, 2004).

3.3.4 Pruebas bioquimicas

Este tipo de ensayos surgen debido a que las bacterias presentan reacciones
metabdlicas las cuales son catalizadas por enzimas, las que son clasificadas como
endoenzimas y exoenzimas dependiendo del lugar del ambiente celular, para
poder identificarlas son empleadas las pruebas bioquimicas las cuales abarcan
desde la fermentacién de azucares a la reduccién de nitratos. Un ejemplo de estas
son las (API) fabricadas por bioMerieux las cuales permiten identificar a bacterias

de forma especifica o0 a las pertenecientes a un género.
3.3.5 Reaccion en Cadena Polimerasa (PCR)

Las bacterias han sido clasificadas por sus caracteristicas como la forma de la
célula, capacidad de fermentacion, existencia de organelos como los flagelos, sin
embargo, estas no aportan datos sobre su ascendencia gendmica, es por eso que
se realiza la comparacion de secuencias del 16S rARN con las que es posible
relacionarlas a nivel taxonémico. La PCR ayuda a la creacién de n niamero de
copias de determinada region de ADN, para lograr esto es necesaria la enzima
Taqg Polimerasa e iniciadores especificos para la regién de interés asi como
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buffers y cofactores para estabilizar la reaccion, la PCR consta de ciclos repetidos
de calentamiento y enfriamiento que permiten la sintesis del material gendmico
(Yanagihara et al., 2011).

Los ciclos a son repetidos de 25 a 35 veces en un termociclador para lograr una

cantidad significativa de copias de ADN:

Desnaturalizacion (96°C): la reaccion es calentada para separar, o
desnaturalizar, las cadenas de ADN. Esto proporciona cadenas en las cuales

actuaran los iniciadores para comenzar a crear las copias.

Emparejamiento (55 - 65°C): la reaccion es enfriada para que los iniciadores
puedan unirse a sus secuencias complementarias en el molde de ADN de

cadena sencilla.

Extension (72°C): la temperatura de la reaccion sube para que la Taq

polimerasa extienda los cebadores y sintetice asi nuevas cadenas de ADN.

Posterior a la reaccion los resultados obtenidos son visualizados por medio de
electroforesis en gel de agarosa, en esta técnica la corriente eléctrica impulsa los
fragmentos de material genético por la matriz del gel y estos son separados por su
tamano originando la presencia de bandas visibles debido a un colorante que se
aplica antes de llevar a cabo la electroforesis. Por medio de esta técnica, en
conjunto con la identificacion morfolégica y pruebas bioquimicas la identificacion
de microorganismos es mas acertada por lo cual es probable acercarse a la
determinacién de la especie de interés asi como las medidas que deben seguirse

para su uso o como combatirla en caso de ser patdgena.

3.4 Principales bacterias contaminantes en alimentos

El dominio bacteria es divido en diferentes taxones dependiendo de sus
caracteristicas, en alimentos, una de las familias mas importante en cuanto a la

contaminacion es Enterobacteriaceae, aunque organismos pertenecientes a esta
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familia estan de forma comun en el tracto gastrointestinal también pueden ser
causantes de infecciones que derivan en enfermedades dependiendo de la
capacidad de patogenia de la especie y las caracteristicas del hospedero siendo
las mas comunes Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, Escherichia coli, Yersina
pestis y Serratia marcescens (Famiglietti et al., 2005). También pueden
encontrarse algunas otras especies causantes de enfermedades en humanos,

estas dependeran del alimento y el estado en el que se encuentre el producto ya
que debido a la composicion nutrimental, ayw, humedad, temperatura y oxigeno por

lo que presentaran cierta afinidad por un tipo de alimento en especifico, como
ejemplos: algunas cepas de Staphylococcus que pueden ser encontradas en
huevo, leche o sus derivados, cepas de Listeria spp. que son encontradas
principalmente en productos de origen animal y cepas del género Bacillus o
Lactobacillus que se encuentran en lacteos o productos elaborados con cereales
(Parayre et al., 2007).

3.4.1 Deterioradores de productos de panificacion

Las principales alteraciones causadas por microorganismos en el deterioro del pan
son causadas por la presencia de hongos y bacterias, teniendo en menor escala el
deterioro por levaduras, los principales géneros y especies de cada clase son
encontrados en la tabla 2. En el caso de los hongos el crecimiento depende de la
temperatura, la concentracién de oxigeno en el empaque y la contaminacion
previa al empaquetado (Nobile et al., 2003), el crecimiento de los hongos es
acelerado si es empacado antes de que el producto esté completamente frio
debido a la generacion de vapor que aumenta la humedad en el medio en que se
encuentra. EI enmohecimiento comienza con la aparicion de manchas sobre la
superficie del producto mostrando coloraciones amarillentas, grisaceas o

completamente obscuras (Stanley, 2007).
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Tabla 2. Microorganismos deterioradores de pan

El crecimiento bacteriano es favorecido por climas célidos y con una humedad de
entre 40% a 60%, es percibido por un olor dulce afrutado, una degradacién
enzimatica de la miga por parte de proteasas y amilasas excretadas por las
bacterias convirtiéndola en una masas suave y pegajosa con cambios de
coloracion (Pepe et al., 2003). Asi mismo el crecimiento de bacterias en el pan
puede verse influenciado por las materias primas, ha sido reportada la prevalencia
de cepas de Staphylococcus en leche y huevo, el agua también puede estar
contaminada por enterobacterias y la manipulaciéon inadecuada del producto

pueden ser las casusas de la contaminacion bacteriana.
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Actualmente el uso de conservadores de origen natural como antioxidantes,
aceites esenciales o metabolitos secundarios de bacterias ha sido incursionado en
la industria alimentaria es por eso que estan en constante busqueda de fuentes
botanicas ricas en biocompuestos o que tenga un uso medicinal. Los principales
productos que son utilizados son plantas, frutos con alto contenido en
antioxidantes como arandanos, blueberry o aquellos que tienen capacidad
antiinflamatoria como los citricos y especias. También los biocompuestos son
encontrados en fuentes poco convencionales como en tubérculos y raices, dentro
de estos aparece la papa roja Oxalis tuberosa que es fuente de carbohidratos,

hierro, calcio y antioxidantes.
4. Papa roja (Oxalis tuberosa)

La papa es uno de los cuatro cultivos mas importantes a nivel mundial y existen
diferentes variedades propagadas, la region andina es el lugar de origen de varios
tubérculos, entre los cuales aparece la papa roja (Oxalis tuberosa) (Cajamarca,
2010). La papa roja pertenece a la familia Oxalidaceae, la planta puede medir de
20 a 40 cm de altura, su pigmento va desde el verde en la parte superior hasta el
ojo en la parte inferior (Rosero, 2010). Los tubérculos miden de 5 a 15 cm de
longitud, no tienen una forma definida, algunos son cilindricos y otros en forma de
ovalo, con protuberancias o yemas por todo el cuerpo (Figura 2). Estos tubérculos
van desde el color blanco pasando por amarillo, rosa, rojo, morado y en algunos
casos los pigmentos son concentrados tanto que pueden dar una tonalidad negra
(Pomar, 2002).

Figura 2. Papa roja Oxalis tuberosa
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Pertenece a los denominados “tubérculos menores” nombre obtenido debido a que
su produccion no es significativa. Dentro de estos tubérculos la papa roja resalta
ya que en la regidn Andina es el segundo tubérculo mas cultivado detras de la
papa blanca (Solanum tuberosa) sin embargo no hay registros de su produccion.
En México la papa roja fue introducida hace 200 afios por el intercambio entre la
cultura azteca e inca (Hernandez et al., 2004), es consumida de forma natural o en
preparaciones basicas, su sabor es agridulce no solo por su contenido de

antioxidantes, sino también debido a su concentracién de oxalatos (Pérez, 2009).

4.1 Composicién nutrimental

Es considerada como fuente de carbohidratos, calcio y hierro por lo que es usada
como remedio para el alivio de ulceras cutaneas y la recuperacién post parto
(Chirinos et al., 2009).

La composicion nutrimental cambia dependiendo del estado de la papa ya que al
secarse al sol hay una reduccion en la concentracion de acido oxalico y un
aumento de los componentes descritos en la Tabla 3. La papa roja también es rica
en proteinas mostrando similitud con los aminoacidos encontrados en la carne
siendo la mayoria aminoacidos azufrados. La coloracion caracteristica de la Oxalis
tuberosa es otorgada por los polifenoles y antocianinas en la pulpa y cascara del
tubérculo las cuales aparte de brindar coloracion atribuyen caracteristicas

antioxidantes a la papa (Kita et al., 2013).

Chirinos et al., (2009) realizaron una caracterizacion del perfil antioxidante de la
Oxalis tuberosa por medio de HPLC, detectando que los compuestos fendlicos
presentes son acido cafeico, vinilico, cinamico, flavonas, flavonoles y antocianinas

siendo la principal la malvidina.

19



Tabla 3. Composicion nutrimental de Oxalis tuberosa

Parametros (%) Fresca Sec:;llo al
Humedad 80.1 51.0
Ceniza 3.9 43
Azucares totales 14.1 36.4
Azucares reductores 47 211
Azucares no reductores 9.4 15.6
Fibra 0.8 3
Proteina 1.1 5.3
Acido oxalico (mg/100q) 135 72
Acido ascérbico (mg/100g) 187.19 65.34

4.1.1 Antioxidantes

A las moléculas capaces de prevenir o retardar la oxidacion de compuestos
biolégicos, como lipidos, proteinas o acidos nucléicos, son denominados
antioxidantes, estos son clasificados en enzimaticos (como catalasa, glutation
reductasa, entre otras) y no enzimaticos que corresponden a acidos fendlicos,

flavonoides, algunas vitaminas y compuestos organicos (Espin, et al., 2007).

4.1.1.1 Compuestos fendlicos

Estan formados por un anillo aromatico unidos a uno o mas grupos hidroxilo (La
Cueva, 2010). Constituyen la mayoria de los antioxidantes naturales y son
extraidos de cultivos agricolas, horticolas y plantas medicinales. Las clases que
destacan son tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos (acido galico, elagico,
ferulico) (Naczk & Shahidi, 2006).
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4.1.1.2 Flavonoides

Son formados a partir de aminoacidos aromaticos (tirosina y fenilalanina) vy
malonato, la clasificacion es dada por el nivel de oxidacion y la substitucion de
radicales en el anillo C, de las diferentes clases las de mayor interés son flavones,
flavanonas, isoflavonoides, flavonoles y antocianinas. Estos compuestos son
encontrados en frutas, vegetales, nueces, granos y algunas especias (Pietta,
2000).

4.1.1.3 Antocianinas

Son pigmentos hidrosolubles responsables de la coloracién de algunos alimentos,
estan compuestas por una molécula de antocianidina unida a un azucar por
enlaces B-glucosidicos (Aguilera et al., 2011). Se conocen aproximadamente 20
antocinidinas, siendo las mas importantes cianidina, petunidina y malvidina. El
color de las antocianinas depende de factores intrinsecos como la posicion de los
grupos flavilio y los sustituyentes quimicos que contenga, la coloracion azul es
otorgada por el aumento de grupos hidroxilo y el rojo por los grupos metaoxilo. Al
pasar por el tracto digestivo las antocianinas permanecen intactas, proporcionando
beneficios al organismo como la reduccion de enfermedades coronarias, actuan
como antiinflamatorio, anticancerigeno y antitumorales, estas propiedades son
atribuidas a la actividad antioxidante. En alimentos ha sido comprobada una alta
capacidad contra radicales libres como perdxidos (ROO.), superoxido (Oy),
hidroxilo (-OH) y perdxido de hidrogeno (H20,), (Kim et al., 2009).
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5. Justificacion

El consumo de productos de panificacién en México asciende a 34 Kg per capita,
dentro de los cuales entre el 70-75% corresponde a pan blanco y el 25 - 30% a
pan dulce. Estos productos son susceptibles al deterioro provocado por
microorganismos lo que puede repercutir en la salud del consumidor y causar
pérdidas econdmicas, para retardar el crecimiento de microorganismos no
deseados en el pan ha sido implementado el uso de conservadores a nivel
industrial y semi-industrial, sin embargo, la creciente demanda de la poblacion por
consumir productos sin agentes sintéticos ha llevado a la industria a utilizar
antimicrobianos naturales como aceites esenciales o compuestos antioxidantes
que en los ultimos afios se ha demostrado que tienen efecto inhibitorio en

microorganismos que son dafinos para la salud.

En el afio 2002 un estudio realizado con papa Oxalis tuberosa mostré que el
tubérculo posee propiedades antimicrobianas, ademas de mostrar una alta
capacidad antioxidante, en el estado de Hidalgo la papa roja es consumida de
forma regular durante los meses de noviembre a febrero, siendo muy apreciada la
pulpa del tubérculo para la elaboracién de platillos dulces y salados. En 2016, fue
demostrado que la mayor parte de compuestos con poder antimicrobiano son
localizados en la cascara de la papa; con el presente trabajo de investigacién se
desea evaluar el efecto antimicrobiano de la cascara de papa roja (Oxalis

tuberosa) para extender la vida de anaquel de productos de panificacion.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo General
Evaluar el efecto de extractos de cascara de papa roja Oxalis tuberosa sobre la
vida de anaquel de productos de panificacion dulce por medio de ensayos in vitro

con bacterias aisladas de pan tipo danés e in vivo aplicando el extracto en pan.

6.2 Objetivos Especificos

1. Aislar bacterias deterioradoras de productos de panificacion con técnicas
microbiolégicas e identificarlas por medio de técnicas fenotipicas

(morfologia colonial y celular) y genéticas (secuenciacion del 16S rARN).

2. Determinar efecto antibacteriano de extractos de Oxalis tuberosa (base de
etanol, hexano y acetona) en bacterias deterioradoras de productos de

panificacion.

3. Medir la capacidad antioxidante de los extractos de harina de cascara de
papa roja Oxalis tuberosa por medio de los métodos DPPH ECsg, ABTS" y

la cuantificacion de fenoles totales.

4. Seleccionar un extracto de Oxalis tuberosa para su aplicacion en pan dulce
tipo danés de acuerdo al rendimiento, actividad antimicrobiana y capacidad

antioxidante.

5. Aplicar el extracto antibacteriano en pan dulce y determinar los cambios
fisicoquimicos (cambios de color, textura, a, y actividad antioxidante)
durante un periodo de almacenaje, mediante analisis de perfil de textura,
color, actividad de agua e indice de rancidez, cuantificacion de fenoles
totales, DPPH EC5p y ABTS..

6. Evaluar la capacidad antimicrobiana del extracto durante el periodo de
almacenamiento realizando conteo de hongos, levaduras y coliformes

totales.
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7. Materiales y Métodos

7.1 Obtencion de Oxalis tuberosa y elaboracion de harina

La papa roja (Oxalis tuberosa) fue adquirida del mercado local de Acaxochitlan
Hidalgo, ubicado en las coordenadas 20°09'30"N 98°12'08"0O. Para la obtencion de
harina, la papa fue seleccionada y lavada para su posterior pelado, para el secado
la cascara fue colocada en bandejas y llevada a un horno (Luckie San Juan) a
temperatura constante de 55°C por 24 h (Sahu et al., 2016). Las hojuelas de
cascara obtenidas fueron molidas en un molino para especias (Krups Spice
grinder GX4100), la harina pasé por un tamiz de malla (Tyler No. 40-425) y

almacenada en recipientes herméticos a temperatura ambiente hasta su uso.

7.2 Obtenciéon de extracto de Oxalis tuberosa

El extracto fue obtenido con tres solventes distintos, los cuales corresponden a
etanol y acetona al 100% y hexano al 95%. Para la obtencién de los extractos fue
realizada una extraccion directa (Figura 3), la cual consta de una solucion en
relacion 1:1 de harina de papa roja con el solvente correspondiente, esta fue
macerada y refrigerada a 4°C durante 48 h, posteriormente filtrada, el
sobrenadante fue almacenado en frascos ambar a 4°C, el residuo obtenido fue
macerado nuevamente con el mismo solvente a las mismas condiciones (Gyawali
et al., 2015)

Figura 3. Proceso de extraccion de cascara de Oxalis tuberosa
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Para la elminacién parcial del solvente fue utilizado un rotavapor (Blchi. Modelo:
R-215) con las condiciones indicadas en la Tabla 4 y la eliminacion total del

solvente fue en parrilla de calentamiento (Thermo Fisher) a 50°C.

Tabla 4. Condiciones para eliminacion parcial en rotavapor

7.3 Aislamiento de microorganismos

Con el fin de conocer la carga bacteriana, de mohos y levaduras fue realizado el
conteo y aislamiento de microorganismos deterioradores de productos de
panificacion, la muestra fue un pan dulce tipo danés en una panaderia local de
Tulancingo Hgo., tras un periodo de almacenamiento de 30 dias a temperatura
ambiente y en bolsa de polipapel, con 10 g de muestra fueron realizadas las
diluciones seriadas base 10 con agua peptonada, utilizando las diluciones: -2, -4, -
6 y -8 para la siembra. Los medios de cultivo fueron: Agar nutritivo (AN) para el
conteo general de bacterias, papa dextrosa (PDA) utilizado para hongos y
levaduras, Mc Conkey (MC) que muestra la presencia de enterobacterias, Sal y
Manitol (SM) en el que crecen Staphylococcus y Streptococcus y por ultimo medio

Man Rogosa Sharpe (MRS) para bacterias acido lacticas.
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Para el medio MRS la inoculacion fue efectuada por medio de la técnica de vertido
en placa con 1 mL de las diluciones, mientras que para AN, PDA, MC y SM fue la
técnica de barrido en placa con asa Drigalski en forma de L, las placas fueron
llevadas a una incubadora (ThermoScientific) a 28°C y los conteos de unidades
formadoras de colonias (UFC) fueron realizados a las 24, 48 y 72 h. Posterior a las
72 h las colonias que presentaron diferencias morfoldgicas fueron resembradas en
los medios de cultivo de procedencia por la técnica de estria cruzada, repitiéndose
hasta obtener un cultivo puro, a las colonias seleccionadas y purificadas se les

realizé tincion Gram, prueba catalasa y morfologia colonial.
7.4 |dentificacion de bacterias por 16S rARN

La identificacion del 16S rARN fue efectuado a las 10 bacterias aisladas por medio
de Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR), para realizar la técnica fue

necesaria la obtencion, cuantificacion y replicacion de cadenas de ADN.

¢ Obtencion de ADN: Para la extraccion de ADN fue utilizado el kit DNeasy
Blood & Tissue, que consta de una serie de buffers y enzimas que liberan el
DNA, de un cultivo axénico fue tomada una muestra, vertida en un tubo
eppendorf con 1mL de agua estéril, la solucién fue llevada a centrifugacion
a 7500 rpm por 10 min, el sobrenadante es desechado y el pellet re-
suspendido en 175 pyL de buffer Tris 10 mM-EDTA 1mM (TE), 5uL de
lisozima (100mg/mL) y 180 mL de buffer Animal Tissue Lysis (ATL)
llevandolo a incubacién a 37°C por 30 min. Posteriormente fueron
agregados 25 pL de proteinasa Ky 200 mL de buffer Animal Lysis (AL) sin
etanol con la ayuda de un vortex, la solucion fue homogeneizada e
incubada en bafo maria a 56°C de 6 a 8 h, tras dicho periodo fueron
agregados 200 uL de etanol. La solucion fue traspasada a una columna
DNAeasy minispin y centrifugada a 8,000 rpm por un minuto, el
sobrenadante es desechado, fueron anadidos 500 yL de Animal Wash
Buffer 1 (AW1) tras la centrifugacién la misma cantidad de Animal Wash
Buffer 2 (AW2) y por ultimo 200 uL de Animal Elution Buffer (AE)para poder

conservar el material en refrigeracion.
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Cuantificacion de DNA: de las muestras mencionadas anteriormente fueron
tomados 2uL y la lectura de la absorbancia fue realizada en un
espectrofotometro NanoDrop ND-1000, si las muestras presentaban
50ng/mL de material gendmico y una absorbancia de 1.5-2.0 con una
longitud de onda de A 260-280 el material gendmico podia ser usada para la

realizacion de PCR.

PCR: el DNA obtenido y cuantificado fue usado para la reaccién de PCR en
la cual fueron mezclados 5uL de DNA, 5uL de buffer incluido en el kit Go
Taq Flexi de Promega, 4 uL de MgCl, del mismo kit, 1uyL de DNTP’s, 1uL
del iniciador 27F, 1 uL del iniciador 1492R y 0.25uL de Taq polimerasa, la
solucion fue llevada a un termociclador Eppendorf, Mastercycler epgradient
S con las condiciones descritas en la Tabla 5 repitiendo el ciclo 35 veces,
durante este proceso son realizados cambios en las cadenas de ADN como
son el rompimiento, alineacion, extension y replicacion del material
gendmico.

Tabla 5. Condiciones de
termociclador

1 93°C 3 min
2 94°C 1 min
3 56°C 1 min
4 72°C 2 min
5 72°C 10 min
6 4°C -

Electroforesis en gel de agarosa: el gel fue preparado con 70 mL de buffer
Tris Borato EDTA (TBE) 1X, 1.05g de agarosa y 0.1uL de bromuro de

etidio, el gel es formado en un molde con peine para 14 muestras y una vez
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que esta solido es cubierto con TBE y las muestras de ADN son cargadas
en los pozos formados con un buffer indicador y un marcador de peso

molecular, la electroforesis se efectud a una potencia de 75 V por 45 min.

e Purificacién del DNA: utilizando el kit Wizard Genomic DNA purification, que
consta de soluciones para lavar membranas, el gel que contiene las bandas
de DNA el material gendmico fue disuelto y recolectado en un tubo el cual
fue almacenado a -20°C, el DNA recolectado fue enviado a Microgene
Korea y a LANGEBIO CINVESTAV para su secuenciaciéon y posterior

comparacion con los bancos genéticos Genebank y EZTAXON.

7.5 Determinacion de efecto antimicrobiano y concentracion minima inhibitoria

Para determinar si los extractos poseian un efecto antibacteriano fueron realizados
ensayos microbioldgicos utilizando las bacterias aisladas previamente , los medios
de cultivo AN, MRS, MC y SM fueron inoculados por medio de barrido en agar con
hisopo estéril con una concentracion de 1x10® CFU/mL cubriendo completamente
la superficie de la placa, discos estériles de papel filtro quedaron impregnados con
los extractos a diferentes concentraciones (1:2, 1:10, 1:50, 1:100) colocandolos
sobre la superficie del agar previo a la incubacion, ésta fue a 28°C por 72 h, la
lectura del halo de inhibicion fue cada 24 h tomando en cuenta el diametro del
disco, como control positivo fue utilizada penicilina bajo las mismas condiciones de

los extractos y agua estéril como control negativo (CLSI, 2012)

Con base a los resultados obtenidos fue elegido el extracto con mayor efecto
contra bacterias tomando en cuenta la concentracién que presenta los primeros
indicios de inhibicion para que a partir de esa concentracién se realicen las
diluciones necesarias con la finalidad de la determinacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI).
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7.6 Contenido de fenoles totales en los extractos

La metodologia a seguir fue utilizando el reactivo Folin-Ciocalteau modificando las
cantidades de los reactivos. Las muestras fueron preparadas colocando 1.58 mL
del extracto diluido (0.158 g/mL de EH, 0.0022 g/mL de EA, 0.0013 g/mL de Ee)
en tubos de vidrio, adicionando 100 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau,
mezclando con la ayuda de un vortex, después de la homogeneizacién pasaron a
un periodo de reposo de 6 min, tras este periodo fueron afiadidos 300 pL de
solucién de carbonato de sodio (Na,CO3) al 20% y fue reposada por un periodo de
15 min a 50°C finalmente realizando la lectura en un espectrofotometro (OPTIMA
SP-3000 nano) a 765 nm (Singleton et al., 1965). Los resultados obtenidos fueron
expresados en equivalentes de acido galico, para lo que fue realizada una curva
de calibracion preparando una solucion de acido galico a una concentracion de 20
pg/mL y haciendo diluciones en concentraciones de 0, 0.5, 1, 1.5, 2.5 y 5 mg/L
(Ramos, 2014).

7.7 Determinacion de capacidad antioxidante por DPPH, ECs

Siguiendo la técnica propuesta por Brand-Williams et al., (1995), en la cual el
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo fue diluido en metanol al 80 % hasta obtener una
solucion 0.1 mM, para la curva patron fueron realizadas diluciones a
concentraciones de 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 nM por 10 mL de solvente para

medir la absorbancia a 517 nm y asi estabilizar el radical.

Para la medicion de la actividad antioxidante del extracto fueron utilizados 2 mL de
la solucion de DPPH 0.1 mM y anadiendo 0.05 mL del extracto previamente
obtenido con lectura de absorbancia a 517 nm cada 10 min en un periodo de 60
min, midiendo el porcentaje de inhibicion, 50% para considerar un efecto
antioxidante (Paulin, 2016).

29



7.8 Capacidad antioxidante por el radical ABTS"

La actividad antioxidante fue determinada por la inhibiciéon del radical 2,2-Azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) siguiendo la metodologia de Reyes et
al.,(2009). Para acondicionr el radical fue preparada una solucién del reactivo
ABTS" a una concentracion 7 mM, mezclandola con 13.2 mg de K,S,0g al 2.45
mM, tras un reposo en obscuridad de 16-20 h la absorbancia fue determinada en
espectrofotometro a 732 nm hasta conseguir 0.7 nM, una vez estandarizada la
solucién procede a la lectura en espectrofotometro. Para la lectura de los extractos
fueron necesarios 1450 pl de la solucién de ABTS y 50 ul de los extractos diluidos,
la reaccion fue efectuada en obscuridad total y la absorbancia tomada a los 30
min. Los resultados fueron comparados con una curva de calibracién de Trolox
(Re et al., 1999).

7.9 Elaboracion de pan dulce y disefio de tratamientos

Para aplicar el extracto de Oxalis tuberosa que presentd mayor capacidad
antibacteriana y antioxidante en un modelo alimenticio, fue elaborado un producto
de panificacion de la variedad dulce, utilizando masa danesa. La formulacion
utilizada para el producto es la descrita en la tabla 6, la metodologia a seguir
incluye la incorporacion de ingredientes a excepcion de la materia grasa, ya que
esta fue incorporada por la técnica de rolado para obtener la multicapa
caracteristica de los productos elaborados con masa danesa, esta fue doblada
(figura 4), extendida y vuelta a doblar, repitiendo el proceso de 3 a 7 veces
(Gisslen, 2013). La masa fue envuelta con papel film y comenzé el periodo de
fermentacién por 30 min, después de la fermentacién siguié la formacion del pan,
el cual sera tipo rol, por lo que fue realizada una mezcla de margarina y azucar la
cual fue extendida a lo largo de la masa y una vez extendida fue enrollada y
cortada aproximadamente a 7 cm de grosor para seguir con el proceso de levado
por 20 minutos. El pan fue barnizado con una mezcla de huevo-leche y horneado

a 180°C por 15 minutos.
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Tabla 6. Formulacion de masa danesa

Se realizaron tres grupos de evaluacién los cuales son el grupo control (PC) al
cual le fue agregado 7 mL de almibar simple (solucion 10% sacarosa) , mientras
que al grupo con extracto (PE) le fueron agregados 7 mL de una solucion agua-
extracto a un pan de 30 g, la cantidad de extracto utilizado corresponde a la CMI
maxima encontrada para las cepas aisladas que corresponde a 0.33 mg/mL
utilizando un total de 2.21 g de extracto por muestra, por ultimo al grupo con
inoculo (PI) le fueron incorporados 7 mL de solucién agua-extracto, mas una carga
aprox. de 1x10% de cepas de Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus
amiloquefaciens. Los tratamientos fueron almacenadas en bolsas de celofan

durante 30 dias.

Figura 4. Doblado de masa danesa
(Gisslen, 2013)
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7.10 Determinacion de carga microbiologica

Para comprobar la efectividad del extracto en el pan fueron efectuados analisis
microbiolégicos modificando la NOM 111 y 112 (1994) con respecto a los medios
de cultivo a utilizar. La norma dictamina que la metodologia a seguir es la
maceracion de 10 g de muestra en agua estéril siendo utilizados los tratamientos
PC, PE, PI respectivamente, con el sobrenadante de la maceracion son realizadas
diluciones seriadas base 10 utilizando: -2, -4, -6 y -8 y son sembradas en placas
con medio AN, SM, MC, MRS y PDA, las placas fueron incubadas a 28°C
realizando conteos a las 24, 48 y 72h, el muestreo fue realizado a los dias 1, 7, 14,

21y 28 del periodo de almacenaje realizando la prueba por triplicado

7.11 indice de peréxido

La metodologia establece que 1 mL de tiosulfato de sodio 0.01 N representa 80 ug
de Oy y que el indice de perdxido corresponde a la cantidad de microgramos de
oxigeno activo en un gramo de sustancia (Budryn et al., 2013). Fueron elaboradas
soluciones de tiosulfato de sodio 0.01 N; acido acético y cloroformo (3:2) en la
proporcion de tres volumenes de acido acético glacial, por dos de cloroformo;
solucion saturada de yoduro de potasio recientemente preparada, disolucién
indicadora de almidén. Posteriormente fueron pesados 5 g de la grasa obtenida
del pan por medio de extraccion en frio con hexano, agregandoles 20 mL de
disolucién de acido acético-cloroformo y 1 mL de yoduro de potasio la mezcla fue
agitada seguida de un periodo de reposo de 15 min protegiendo de la luz,
finalmente fueron agregados 25 mL de agua destilada, en agitaciéon suave, la
valoracién fue realizada con NayS,03; hasta obtener un color amarillo, 5 mL de
solucion de almiddon fueron agregados mostrando un cambio de color a azul
obscuro, por ultimo continudé la valoracidon hasta el vire de color crema (Ramos,
2014).
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7.12 Analisis de Perfil de Textura (APT)

Para monitorear los cambios de textura del pan durante el periodo de almacenaje
se realizo el Analisis de Perfil de Textura (APT) por medio del texturometro marca
Brookfield, en el cual se colocé la muestra (tratamientos PC, PE y PI) y fue
comprimida por medio de la Sonda 36 de aluminio, al 20% de deformacién con
una celda de carga de 4.5Kg a una velocidad de 1mm/s. La prueba consta de dos
compresiones las cuales son reportadas por medio de una curva tipica (Figura 5)
que representa los parametros a evaluar, para el caso de esta investigacion los
parametros fueron: dureza, cohesividad, adhesividad, masticabilidad y elasticidad
(Zhu et al., 2016).

Pnmera compresion Segunda compresion

rpe——"-—"-"— —» Cohesividad: Area,/ Area,

Fuerza

Elasticidad: Distanciay / Dis-
Dureza tancia,

Adhesividad: A
Fracturabilidad gz

Masticabihidad: Dureza < Co-
hesividad - Elasticidad

A 4

- > < >

Distancia

Distancia ; lempo

Figura 5. Curva tipica de APT
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7.13 Actividad de agua (ay)

La actividad de agua esta intimamente ligada a la proliferacion de
microorganismos en los productos de panificacién, para la evaluaciéon de ay fue

necesaria una muestra de aproximadamente 2 g la cual estuvo conformada por la
miga y corteza del pan, fue utilizado el equipo HygroPalm AW-1, la muestra fue
colocada en un vial (WP-40), llevada a un periodo de reposo por 10 min a 23°C y

traspasada a la sonda AW-DIO para la lectura de la muestra (Budryn et al., 2013).

7.14 Determinacion de color

El color de los tratamientos PC, PE y Pl fue determinado a través de los
parametros L*, a* y b*, el parametro L representa el coeficiente de luminosidad
(negro= 0 a blanco= 100) y las coordenadas a* b* determinan el color, para a* las
tonalidades van de rojo (positivas) a verde (negativas) y para b* amarillo
(positivas) a azul (negativas). Fue utilizado un colorimetro Minolta modelo 508d,
que utiliza el sistema internacional CIELAB con iluminante C y un angulo
observador de 10°. Fueron tomados tres puntos diferentes de la superficie del pan
registrando los valores de L*, a* y b*, para calcular la cromaticidad (C*) y el angulo
de matiz (h°), (Pérez Portuondo, 2012).

7.15 Analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar, los resultados de vida de anaquel
fueron evaluados por medio de un analisis de varianza (ANOVA) y si hubo
diferencias significativas entre las medias fue empleado el método Tukey para
compararlas utilizando un nivel de significancia p<0.05, con el paquete estadistico

SPSS Statistics y los graficos fueron realizados con el software Sigma Plot.

34



8. Resultados y Discusién

8.1 Obtencidn de harina de Oxalis tuberosa

La tabla 7 muestra el balance de materia para la obtencidon de harina de papa roja,
iniciando con 86.32 kg la Oxalis tuberosa fue seleccionada y pelada resultando
9.43 kg de cascara y tras el secado un total de 3 kg de harina que representa el
3.5% del total de la papa inicial, esta harina fue utilizada para la elaboracién de los

extractos antibacterianos con distintos solventes de extraccion.

Al ser la papa roja un producto de temporada es necesario emplear un método de
conservacion para tener disponibilidad de la materia prima, asi mismo ha sido
demostrado que el secado reduce el contenido de oxalatos en la papa los cuales
son nocivos para la salud (Jimenez et al., 2015), mientras que los compuesto
bioactivos son concentrados durante el proceso, no obstante el calentamiento
materia para lograr la deshidratacion no debe exceder los 100-120 °C ya que al
sobrepasar los limites comienza una serie de cambios estructurales vy
fisicoquimicos afectando la capacidad antioxidante de los productos (Dorta et al.,
2012), ya que el secado de la muestra fue realizado a 50°C se espera que los

compuestos no presenten reduccion de la capacidad antioxidante.

El rendimiento de la harina es comparable con el de Ramos (2014) quién obtuvo el
2.97% de rendimiento de harina de cascara de papa roja, el rendimiento de esta
investigacién es mayor probablemente por la forma de tratar la materia prima o por
perdidas durante la molienda. Existen pocos trabajos que van enfocados solo a la
cascara del producto, en su mayoria la harina obtenida corresponde a la parte
almidonosa de tubérculo teniendo rendimientos mayores al 50% no obstante la
mayor concentracion de biocompuestos yacen en la cascara por lo que con la

finalidad de estudiar una posible aplicacioén la cascara fue utilizada.
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Tabla 7. Balance de materia para la obtencion de harina

kg %
Papa roja fresca 86.32 100
Papa roja seleccionada 85.71 98.99

Cascara de papa roja fresca 9.43 11.00
Cascara papa roja seca 3.05 3.56

Harina de papa roja 3.00 3.50

8.2 Obtencioén del extracto antibacteriano

En la tabla 8 son presentados los valores obtenidos tras la maceracion,
eliminacién parcial del solvente en rotavapor y el concentrado en parrilla de
calentamiento. Fue obtenido un total de 0.98 g para el extracto de Hexano (EH),
0.96 g para el de acetona (EA) y 6.08 g para el de etanol (Ee), lo que representa el
0.49%, 0.48% y 3.04% respectivamente para cada extracto.

Tabla 8. Rendimiento de extraccion

a,b
representan diferencias significativas p>0.05



El rendimiento de los extractos EA y EH es significativamente menor (p<0.05) que
el de Ee, esto probablemente a la polaridad del solvente, ha sido demostrado en
diversas investigaciones que el etanol junto con el metanol y agua logran extraer
una mayor cantidad de biocompuestos de fuentes vegetales segun la cantidad de
grupos —OH, tiempo de contacto, tamano de particula y relacion masa-solvente
(Soto & Rosales, 2016) en relacién al etanol la acetona y hexano poseen menor
polaridad por lo estos pueden ser inadecuados para los compuestos que son
encontrados en la cascara de papa roja. En el caso de los extractos obtenidos,
segun la composicion quimica de las antocianinas que consta de una aglicona
unida a un azucar por medio de enlaces B-glucosidicos (Aguilera et al., 2011), la
polaridad del etanol es capaz de extraer con mayor eficiencia los compuestos
bioactivos en comparacién a la acetona y hexano, es por eso que su rendimiento

es mayor

En cuanto al aspecto de los extractos (Figura 6), EA y Ee tienen un color rojizo
mientras que EH es de color amarillo, esto se explica por los compuestos
bioactivos de arrastre por los solventes utilizados, en el caso del hexano el color
amarillo lo confieren las grasas asi mismo su manipulacién es dificil ya que es
insoluble en agua, mientras que para EA y Ee la presencia de compuestos
glucosilados y la antocianinas pueden brindar el color rojo, asi mismo EA y Ee

presentan mayor solubilidad comparado con EH.

Figura 6. Extractos de cascara de Oxalis tuberosa

EH: Extracto con Hexano; EA: Extracto con Acetona; Ee: Extracto
con Etanol
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Alara et al., (2018) reportan que el rendimiento de extraccion depende
directamente de la concentracion del solvente y la polaridad de este, los autores
realizaron extractos de Vernonia amygdalina con diferentes porcentajes de etanol,
en el 100% de etanol obtuvieron un rendimiento de 17.34+0.11 g/g, ellos atribuyen
este rendimiento a la solubilidad de carbohidratos, proteinas y compuestos semi

polares.

Al comparar con los resultados de este trabajo el rendimiento del extracto de
etanol (Ee) es menor al obtenido por Alara (2009), el investigador aplic
temperatura al momento de la extraccion por lo que su rendimiento fue del
7.25%,este resultado tiene que ver con la materia prima utilizada y la temperatura
de extraccion, ya que la que el autor realiza fue a 45°C mientras que la de este
trabajo de investigacion fue a 4°C, esto para no afectar la estructura de los
flavonoides y sus derivados ya que al someterse a altas temperaturas la estructura
de los anillos de los antioxidantes puede desestabilizarse y convertirse en

chalcona lo cual disminuye la capacidad antioxidante.

En 2017 Gullén et al. elaboraron extractos con hojas de eucalipto (Eucalyptus
globulus) utilizando etanol, metanol y agua como solventes a diferentes
concentraciones, temperaturas y tiempos, ellos encontraron que con una
concentracion de etanol al 80 % a 50°C por 300 min puede obtenerse un
rendimiento de 35.7 % sin embargo la temperatura y el tiempo de exposicién
afectaron de forma negativa la mediciéon de la capacidad antioxidante, en la
presente investigacion no es utilizada una temperatura elevada para la extraccion
para no afectar la capacidad antioxidante del extracto, y debido a esto el
rendimiento es menor al encontrado por los autores, sin embargo, vale la pena
obtener un bajo rendimiento sin disminuir las propiedades funcionales del

extracto.
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8.3 Aislamiento de microorganismos

La cantidad de microorganismos hallada en el pan danés comercial (tabla 9) fue
de 10.68 log UFC/mL para la carga bacteriana, en general el valor fue obtenido de
Agar nutritivo (AN), este resultado da un panorama general debido a que no es un
medio selectivo y contiene los nutrientes necesarios para el crecimiento de varios
tipos de bacterias, en el medio Mac Conkey (MC) fue hallada una carga de 10.73
log (UFC/mL), este medio tiene los nutrimentos para bacterias Gram negativas e
inhibe a las Gram positivas, en Man Rogosa Sharpe (MRS) fueron contabilizados
7.80 log (UFC/mL) en el cual crecen bacterias acido lacticas principalmente, el
conteo de hongos y levaduras (medio PDA) fue de 9.52 log (UFC/mL) y por ultimo
en Sal y Manitol (SM) una carga de 9.67 log (UFC/mL) en general estos resultados
muestran que el producto tiene una alta cantidad de microorganismos debido al

periodo de almacenamiento y a la manipulacién previa a este.

Tabla 9. Carga microbiolégica en pan comercial

Medio de Carga
cultivo log(ufc/mL)
AN 10.68+ 0.052
MC 10.73+0.032
MRS 7.80+0.025
PDA 9.52+0.031
SM 9.67+0.021
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Tras obtener un cultivo axénico (siendo descartadas las colonias con similitudes)
quedaron 10 bacterias aisladas, tres de medio nutritivo (AN) codificandolas con;
ANB1, ANB3, ANB5, tres mas encontradas en medio McConkey (MC) con un
cédigo: MCB1, MCB2, MCBS5, tres en medio sal y manitol (SM) denominadas
SMB3, SMB5, SMB6 y por ultimo una hallada en medio Man Rogosa Sharpe
(MRS) nombrada MRS, la observacién de las caracteristicas celulares de las
bacterias aisladas son presentadas en la tabla 10, las bacterias Gram negativas
que son las tres del medio MC y las otras 7 son Gram positivas, las del medio SM
presentaron forma de cocos mientras que las demas fueron bacilos y sélo MCB1

fue catalasa negativo.

En la tabla 11 son mostradas las caracteristicas morfolégicas tras la observacion
de las colonias formadas, en MC los colorantes rojo neutro y cristal violeta dan la
coloracioén a las colonias MCB1 y MCB2 debido a la capacidad de fermentacion de

carbohidratos.

Tabla 10. Morfologia celular y pruebas
bioquimicas en colonias halladas
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Tabla 11. Caracteristicas morfologicas en colonias bacterianas encontradas

Luz T: Luz transmitida; Luz R: Luz reflejada
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Para el caso de las bacterias SMB3, SMB5 y SMB6 que son aisladas de medio sal
y manitol en el que crecen bacterias de los géneros Staphylococcus y
Streptococcus las aisladas en este trabajo son consideradas del género
Staphylococcus debido a que son catalasa positivas contrario a los estreptococos

que son catalasa negativos (Tabla 11).

Las cepas de la tabla 12 corresponden a la identificacion por medio del 16S rARN,
y la comparacion con bancos de datos, las cepas aisladas de agar nutritivo y la de
MRS corresponden a bacterias del género Bacillus, las cuatro cepas son
representativas de los deterioradores comunes de productos de panificacion, estas
degradan la miga debido a la accién de las amilasas y proteasas que son

liberadas por estos microorganismos (Vaiciulyté-Funk et al., 2015).

En agar McConkey fueron aisladas E.coli y Klebsiella que dan un panorama de las
practicas de manufactura en la panaderia local y de la exposicidon que tiene el
producto al publico, también fue aislada Providencia rettgeri que es asociada con
la diarrea del viajero y gastroenteritis ya que es un enteropatdégeno encontrado
principalmente en el colon y puede ser transmitido por contacto directo con un
huésped o por la ingesta de alimentos que hayan sido manipulados por un
hospedero sin las medidas de higiene necesarias (Yoh, et al., 2005). Estos
microorganismos son nocivos para el ser humano ya que pueden causar diarreas
y vomitos al ser consumidos en grandes cantidades, sin embargo la NOM-247-
SSA1-2008 para cereales y productos derivados permite 20 UFC/g de coliformes
totales La presencia de P. rettgeri no es comun en los alimentos sin embargo han
sido encontrados casos donde se reporta su incidencia en agua contaminada por
heces, como un patégeno que aparece en quemaduras de piel y frecuentemente
es asociada con infecciones oculares (Maiti et al., 2013) debido a estos reportes
es de suponer que la presencia de este patdgeno no es solo por malas practicas
de manufactura, sino también por el posible contacto del producto con personas
que portaban la cepa en la piel por infecciones cutaneas sin cuidado médico.
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En el caso de las bacterias aisladas del medio SM fueron encontradas dos cepas
(S. succinus, S. epidermis) comunes en la microbiota de la piel tanto de animales
como de humanos y es posible que la muestra de pan haya sido contaminado por
la manipulacion del personal o de los consumidores de la tienda, sin embargo la
cepa que causa alerta en esta identificacion es S. saprophyticus que es un
patogeno de las vias urinarias afectando principalmente a nifios, personas de la

tercera edad y aquellas que padecen diabetes (Obaidat, 2017).

Tabla 12 Identificacion de bacterias aisladas por
la técnica 16S rARN
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8.4 Determinacion del efecto antibacteriano

Utilizando una concentraciéon aproximada de 1x10® UFC/mL de bacterias del
género Bacillus para inocular cajas Petri con los medios AN, MC, MRS, SM. El
extracto de hexano, solo presentd efecto contra bacterias Gram positivas aisladas
de agar nutritivo (Tabla 13) , a partir de la dilucién 1:10 comienzan a aparecer
halos de inhibicion mayores al diametro del papel filtro (0.5 cm) siendo B. subtilis
la mas susceptible a estas condiciones mostrando un halo de 1 cm de diametro,
para una concentracion mas alta (1:2) B. amyloliquefaciens resulté con la mayor
susceptibilidad y tuvo un halo de diametro de 2.03 cm, estos resultados no son
comparables con los del control positivo (C+) ya que para la penicilina hubo
inhibiciéon en todas las bacterias el halo mas bajo fue de 0.6 cm para E. coli y el
mas grande para B. subtilis con 4.63 cm. El bajo poder de inhibicidn que tiene este
extracto puede ser debido a los biocompuestos que son obtenidos con el hexano,
como ya se habia mencionado antes, el hexano sirve para obtener principalmente
grasas de los productos alimenticios y es posible que la inhibicion de las cepas del
geénero Bacillus sea debido a algunos acidos grasos con actividad microbioldgica
(Walter et al., 2011).

En el extracto donde fue utilizada acetona como solvente los resultados obtenidos
(Tabla 14) son mas favorables a comparacion con los obtenidos con hexano, ya
que la accion inhibitoria comienza a mostrarse a partir de la concentracion 1:50 y
actua contra bacterias Gram positivas y negativas, en esta dilucion B. velenzis
tiene un halo de 1.03 cm mientras que B. amyloiquefaciens, B. subtilis y E. coli
apenas pasan los 0.6 cm de diametro, al elevar la concentracion a 1:2 la unica
cepa en la que no hubo efecto fue en Klebsiella, en los Staphylococo fue obtenido
un didametro de 0.60 cm lo que y en las demas el halo sobrepasa 1.03 cm de
inhibicion, los resultados de EA son similares a los del C+ incluso para las
bacterias aisladas de SM ya que ha sido demostrado que algunos estafilococos

son resistentes a la penicilina.
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Por ultimo el extracto de etanol presento el mejor efecto de los tres, ya que mostro
inhibicion para Gram negativas y positivas (Tabla 15) a partir de la concentracion
1:50 teniendo un diametro de 0.60 cm y al aumentar a 1:2 todos los halos de
inhibicion pasaron 1.1 cm, los resultados de Ee pueden ser comparados con

algunos de C+ sin embargo con la penicilina los bacilos son mas susceptibles.

Una posible explicacion de que Ee muestre mejores resultados tiene que ver con
la polaridad del solvente, el hexano es utilizado generalmente para extraer
compuestos no polares por ejemplo grasas, mientras que la acetona presenta
mayor afinidad a compuestos polares y pueden ser extraidos algunos compuestos
antioxidantes los que pueden actuar dafiando la membrana celular y retrasando o
interrumpiendo procesos metabodlicos causando la muerte de la bacteria. La
acetona como solvente ha sido ampliamente usada debido a su capacidad de
extraer compuestos polares y no polares, agregado a que su separacion de
biocompuestos es relativamente facil y rapida ya que también se considera un
compuesto volatil. El etanol es el solvente mas polar de los tres utilizados y es
capaz de extraer compuestos glucosilados, segun la composicidon de las
antocianinas la antocianidina (aglicona) esta unida a un carbohidrato es por eso
que es mas facil extraerlas con etanol que con los otros solventes y por ende el

efecto antibacteriano tiende a aumentar a comparacion de los otros dos.

Weerakkody et al., (2010) experimentaron con extractos elaborados con hierbas y
especias utilizando solventes como agua, etanol y hexano probandolos contra
bacterias Gram positivas y negativas, al igual que el presente trabajo el extracto
con hexano muestra menor eficacia contra las bacterias, sin embargo ellos
aumentan la concentracion utilizada y comienzan a obtener resultados positivos.
En el presente trabajo no fue realizado un aumento de concentracién ya que la
finalidad es elegir un extracto que sobresalga aplicando las mismas condiciones
para los tres, por otra parte al aumentar la concentracion utilizada se aumenta la
materia prima (harina de Oxalis tuberosa y solvente) por lo que se vuelve un

producto poco viable.
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Tabla 13. Actividad antibacteriana para el extracto de hexano

abe Representan diferencias significativas (p<0.05) de la misma cepa en las distintas diluciones. ABC representan diferencias

significativas (p<0.05) de la misma dilucion sobre las bacterias aisladas. NAI: No presenta actividad inhibitoria; C+: Control
positivo con penicilina: C-: Control neaativo con aaua destilada estéril.
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Tabla 14 Efecto antibacteriano para extracto con acetona

EA
C+ C- 1:2 1:10 1:50 1:100
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
B. cereus 2.4010.102» NAI 1.03+0.15"® 0.67+0.06°B NAI NAI
B. amyloliquefaciens 2.93+0.12*A  NAl 1.17+0.15°® 0.631£0.06°B 0.63%+0.06°® 0.60%0.01<B
B. subtilis 1.73+0.06°8  NAI 1.23+0.382B 0.67+0.06"® 0.63%0.06°® 0.60%0.01°B
B. velenzis 2.13+0.15*A8  NAI 1.13%#0.15°B 0.90%0.10°* 1.03%0.15°A 1.07+0.21°A
S. succinus 0.601£0.012¢  NAI 0.60%0.01>¢ 0.60+0.0128 NAI NAI
S. epidermis 0.60%£0.012¢  NAI 0.60%0.01>¢ 0.60+0.0128 NAI NAI
E. coli 2.10£0.10°A8  NAI 3.03%#0.15°A 1.10%0.10°* 0.63+0.069 NAI
P. rettgeri 0.87+0.12°C  NAI 2.80+0.30** NAI NAI NAI
K. oxytoca 3.43+0.2122  NAI NAI NAI NAI NAI
a b, c

Representan diferencias significativas (p<0.05) de la misma cepa en las distintas diluciones. ABC representan diferencias

significativas (p<0.05) de la misma dilucién sobre las bacterias aisladas. NAIl: No presenta actividad inhibitoria; C+: Control
positivo con penicilina; C-: Control negativo con agua destilada estéril.
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Tabla 15 Efecto inhibitorio para el extracto con etanol

2 P ° Representan diferencias significativas (p<0.05) de la misma cepa en las distintas diluciones. * ® © representan diferencias
significativas (p<0.05) de la misma dilucién sobre las bacterias aisladas. NAIl: No presenta actividad inhibitoria; C+: Control
positivo con penicilina; C-: Control negativo con agua destilada estéril.
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En la investigacion realizada por Elisha et al., (2017) fueron utilizadas hierbas
medicinales y acetona como solvente para la elaboracion de extractos contra
bacterias como E.coli, S. aureus, E. fecalis, B. cereus, S. tiphy y P. aeruginosa, al
igual que en esta investigacion, las bacterias G. positivas muestran sensibilidad a
concentraciones bajas atribuyéndose a la intervencidon que tienen los compuestos

fendlicos en la célula bacteriana.

En 2011 Walter et al., realizaron extractos con semillas de Moringa oleifera y
Moringa stenopetala, ellos encuentran actividad antibacteriana contra S. tiphy y V.
cholera, en la investigacion la actividad es atribuida a los aceites de la semilla,
estos en el tracto digestivo actuan como adherentes a la mucosa del intestino por
lo que la infeccion no se propaga. En el presente trabajo de investigacion no es
utilizada una semilla y el contenido de grasa o extracto etéreo en la papa roja es
de 0.47 g/100g (Ledn et al., 2011), tal vez por esto la efectividad contra las

bacterias disminuye.

Existen pocos estudios reportados de la actividad antimicrobiana de la Oxalis
tuberosa sin embargo, en 2002 Flores et al., lograron aislar la fraccion protéica
representativa del tubérculo y probaron su efecto antibacteriano y antifungico, ellos
no encontraron un efecto para cepas del género Bacillus, Escherichia o
Streptomyces, si encontrando efecto contra Pseudomonas, Serratia y
Agrobacterium, caso contrario a lo que fue encontrado en este trabajo para las
cepas de Bacillus, esto puede ser debido a que en el caso de los extracto el efecto
inhibitorio es por los compuestos bioactivos y en la investigacion realizada por
Flores, los autores trabajan con un aislado proteico por lo que el mecanismo de

accion puede ser diferente.
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8.5 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Con base en los resultados del efecto inhibitorio fue determinada la CMI de los
extractos y de penicilina para utilizarla como control (Tabla 16), para el extracto las
bacterias Gram negativas E. coli, P. rettgeri y K. oxytoca mostraron la mayor
concentracion para inhibir el crecimiento (0.33 mg/mL), mientras que para
penicilina estos mismos microorganismos expresaron la menor concentracion
(0.18 mg/mL), sin embargo, el extracto con 0.18 a 0.33 mg/mL asemeja la
efectividad del antibiético de 0.20 y 0.30 mg/mL en las bacterias asiladas de sal y
manitol, ya que muchas especies de Staphylococcus son resistentes a este
antibiotico. La capacidad de inhibicion de los extractos es atribuida a la cantidad
de antioxidantes que poseen, ya que ha sido reportado que estos compuestos
tienen diferentes vias para la muerte de microorganismo causando principalmente

un dafo al metabolismo de la célula.

El efecto de los antioxidantes puede considerarse como bacteriostatico que es
descrito como la respuesta de los microorganismos a las sustancias que
interrumpen el metabolismo celular, lo que deriva en que la bacteria no pueda
dividirse y la carga bacteriana no incrementa y eventualmente la célula no puede
seqguir produciendo energia para sobrevivir entrando en fase de latencia y con el

paso del tiempo la célula muere (Carson et al.,2002).

La presencia de compuestos bioquimicos como fenoles, aldehidos vy
monoterpenos son ejemplos de actividad bacteriostatica, estos actuan con mayor
fuerza en bacterias Gram positivas por lo que las concentraciones de aceites
esenciales o extractos de origen natural tienden a ser menores para actuar con
estas cepas, si bien su uso también es aplicado contra Gram negativas las

concentraciones utilizadas pueden ser mayores (Mayaud et al., 2008).
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Tabla 16. CMI del extracto de etanol y

penicilina
Cepa Ee Penicilina
mg/mL mg/mL
B. amyloliquefaciens 0.33 0.20
B. subtilis 0.27 0.20
B. cereus 0.27 0.20
B. velenzis 0.22 0.18
S. succinus 0.18 0.20
S. epidermis 0.27 0.30
S. saprophytocus 0.33 0.30
E. coli 0.33 0.18
P. rettgeri 0.33 0.18
K. oxytoca 0..33 0.18

8.6 Cuantificacion de fenoles totales en los extractos

En la tabla 17 son encontrados los resultados para la cantidad de fenoles en los
extractos, para cada uno de ellos fue utilizada una concentracion diferente debido
al contenido de antioxidantes, para EH fue encontrado un contendido de 0.030
mgEAG/mg a una concentracion de 158 g/L, para EA un total de 5.37 mgEAG/mg
a la concentracion de 2.21 g/L mientras que para Ee fueron obtenidos 9.23
mgEAG/mg utilizando 1.26 g/L.



Como habia sido mencionado el hexano no fue el solvente ideal para la extraccion
de antioxidantes y esto es reflejado en la cantidad de fenoles para EH ya que de
los tres extractos es el de menor contenido con mayor concentracion de materia
utilizada, una vez mas Ee posee los mejores resultados siendo necesaria una

concentracion baja para obtener 9.23 mg equivalentes de acido galico.

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de fenoles son simulares con los
obtenidos por Song et al. (2010) quienes evaluaron la actividad antioxidante de 56
hierbas medicinales originarias de China, obteniendo valores semejantes al
extracto con etanol (9.23 mgEAG/mQ) para las plantas Bambussa breviflora y
Cinnamomun cassia tienen un contenido de 9.03 y 9.71 mgEAG/g
respectivamente mientras que Morus alba L. es similar al extracto de acetona con
5.34 mg EAG/g, probablemente este parecido se deba a que las antocianinas y
algunos compuestos derivados de los flavonoides se encuentran dispersos en el
citoplasma o empaquetados en antocianoplastos (antocianinas) un mecanismo
similar al que sucede con los cloroplastos y compuestos bioactivos en las hojas
(Aguilera et al., 2011).

Tabla 17. Cuantificacion de fenoles totales en
los extractos

Tratamiento Fenoles Totales

mgEAG/mg
EH 0.030+£0.0044
EA 5.37+£0.011°
Ee 9.23+0.07¢

a, b, Crepresentan diferencias significativas
p>0.05 entre los tratamientos
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8.7 DPPH, ECsg

Los resultados para el radical DPPH son mostrados en la figura 7, en ella puede
observarse que el tratamiento EH no alcanza el 50% de inhibicién del radical por lo
que no fue determinada la concentracion minima (ECs), para los tratamientos EA
y Ee si fue obtenida la inhibicion del 50% del radical por lo que fueron probadas
las concentraciones de 0.012, 0.016, 0.20 y 0.24 g/mL para ambos extractos en la
determinacion del ECsp, en EA al inicio de la cinética es posible obtener un 55% de
inhibicion de DPPH a los 30 min puede observarse el 62% y al termino un maximo
de 71.24%, con la ayuda de un modelo matematico fue obtenido el valor del ECs
para EA que es de 0.0227 g/mL .

Por otra parte Ee tiene una concentracion de 0.0129 g/mL el extracto logra la
reduccion del 55.41% del radical a los 10 min, muestra una tendencia a
incrementar este valor y a los 30 min alcanza el 70%, por ultimo a los 60 min un

maximo de 76.74% de inhibicion.
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Figura 7. Cinética de inhibicion de DPPH
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Ha sido reportado que el método DPPH es mas selectivo que ABTS debido que no
reacciona con los flavonoides que no presentan el grupo —OH en el anillo B
(Roginsky & Lissi, 2003) el cual puede encontrarse en las antocianinas, que de
acuerdo a lo reportado por Chirinos et al., (2009) constituyen en su mayoria a los
antioxidantes que se encuentran en la cascara de Oxalis tuberosa, la fraccion
representativa de las antocianinas en la papa roja es la malvidina, que
corresponde a una antocianina no polar. Seeram y Muraleedharan, (2001)
mencionan que la actividad antioxidante depende de la sustitucion y el grado de
sustituyentes del grupo hidroxilo, aunado a esto la union de las antocianinas a
azucares hace que al aplicar un solvente polar como el alcohol la extracciéon de
estos compuestos sea mas eficaz lo cual puede ser la causa de una mayor

actividad antioxidante en el extracto Ee.

8.8 Inhibicidn del radical ABTS*

Todos los concentrados mostraron diferencias significativas (p<0.05) que son
mostrados en la tabla 18, con el tratamiento EH es alcanzado un 28.29% de
inhibicion del radical lo cual al compararse con la curva patrén de Trolox equivale
a 311 mg, una vez mas EH tiene menor actividad que los tratamientos EA y Ee. En
EA fue logrado el 55.52 % de reduccion de ABTS" lo que equivale a 692.3 mg de
Trolox, mientras que el tratamiento Ee inhibe el 62.48% del radical siendo el
equivalente a 789.6 mg de Trolox como ya en los resultados anteriores el extracto
de etanol contiene mayor cantidad de compuestos bioactivos, entre ellos son
encontrados antioxidantes que tienen la capacidad de estabilizar o reducir el

radical.

El radical ABTS™ muestra afinidad por compuestos hidrosolubles y liposolubles lo
cual lo hace interactuar con compuestos glucosilados y con acidos grasos, es por
eso que EH tiene una inhibicion de casi el 30% del radical, sin embargo debido a
los compuestos bioactivos extraidos con etanol y acetona hay un mayor un

porcentaje de inhibicién en EA y Ee.
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En relacion a los resultados de fenoles cuantificados hay simulitudes a los
resultados debido a que el de menor contenido es EH seguido por EA y Ee posee
la mayor cantidad de EAG, los fenoles estan relacionados con la capacidad
antioxidante del producto, cabe mencionar que no significa que entre mayor
cantidad sea mejor, sino que tiene que ver con los compuestos bioactivos y la

forma en la que reaccionan con radicales libres.

En el trabajo de investigacion realizado por Thaipong et al., (2006) utilizaron
metanol para extraer compuestos de semilla de guayaba, los resultados que
obtuvieron muestran un maximo de 410.95 mg Eq. de Trolox, mientras que en esta
investigacion con Ee fueron obtenidos 789.6 mg Eq. de Trolox, esta diferencia
puede ser debido a la materia prima y la parte de donde se extrajeron los
compuestos, ya que generalmente la cascara de los frutos contiene una mayor
cantidad de antioxidantes como medio de proteccién contra factores ambientales y
proteccion a las semillas en las que hay enzimas y el material genético para la

proliferacion de la planta.

Muthukrishnan y Manogaran (2018) evaluaron la capacidad antioxidante de la
planta Vetiveria zizanioides, los autores utilizaron como solventes metanol, etanol,
acetona y agua destilada. El extracto que tuvo mejor resultado en cuanto al
contenido de fenoles y capacidad de estabilizacion del radical ABTS” fue el de
etanol, los resultados en cuanto al solvente de extraccién son similares al presente
trabajo sin embargo Vetiveria zizanioides tiene un maximo de 160 mg Eq. de
Trolox, mientras Oxalis tuberosa quintuplica esa cantidad con 789 mg Eq. de
Trolox, probablemente esto tiene que ver con el método de extraccidn, los autores
utilizan el método Soxhlet donde hay una alza en la temperatura y ha sido
reportado que los compuestos antioxidantes son termolabiles lo que causa que su
estructura sea afectada reduciendo la capacidad para donar electrones a radicales
libres, en esta investigacion la extraccion es realizada en frio y la eliminacion del
solvente es llevada a cabo en temperaturas que no afectan la estructura de los

compuestos bioactivos.
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Tabla 18. Actividad antioxidante de los extractos contra el radical

ABTS”
Tratamiento Eq. trolox (mg) % de inhibicién
EH 311.0+0.982 28.29+1.02
EA 692.3+0.83 55.52+0.82°
Ee 789.6+0.45¢ 62.48+0.43¢

a,b,c representan diferencias significativas p>0.05 entre los
tratamientos

8.9 Analisis microbiolégicos

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 19, para los medios de cultivo
MC y SM no hubo crecimiento bacteriologico durante el periodo de
almacenamiento lo cual difiere de la muestra de pan comercial evaluada
previamente para el aislamiento de microorganismos, ratificando que la aparicién
de cepas de estos medios es debido a la contaminacién durante el proceso de

elaboracién y la manipulacion post horneado.

Al inicio de la evaluacién hubo crecimiento en medio nutritivo para los tratamientos
PC y Pl con 3.06 log(UFC/mL) y 2.30 log(UFC/mL) respectivamente mientras que
para PE no hubo presencia de bacterias, sin embargo, para mohos y levaduras
hubo crecimiento en los tres tratamientos. Fue hasta el dia 21 donde comienzan a
aparecer bacterias en el tratamiento PE, el conteo es significativamente menor
(P>0.05) que el de PC y Pl ya que se encuentra 6 logaritmos por debajo de estos
tratamientos al pasar el tiempo el aumento de hongos y levaduras fue gradual y
aunque los tratamientos no presentan diferencias significativas en este parametro,
si hay diferencias numéricas, siendo el tratamiento PE el de menor carga, para el
dia 28 fueron alcanzados 11.20 log(UFC/mL) para PC en medio nutritivo, 10.50
log(UFC/mL) en MRS y 10.93 log(UFC/mL) en PDA para este mismo tratamiento,
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en PE fueron contabilizados 4.48 log(UFC/mL) en AN, 6.17 log(UFC/mL) en MRS
y 10.47 log(UFC/mL) en PDA, mostrando diferencias significativas (P<0.05)
respercto a PC y PI, en este ultimo fue monitoreado un conteo de 10.84
log(UFC/mL) en AN, 10.17 log(UFC/mL) en MRS y 10.88 log(UFC/mL) en PDA.

Es probable que las bacterias que tienen crecimiento en el medio nutritivo sean del
geénero Bacillus debido a que ha sido reportado que estas pueden entrar en etapa
de esporulaciéon al no encontrar sustrato o condiciones adecuadas para su
proliferacion (Brul et al.,2011), estas esporas estan principalmente en los cereales
debido a su forma de cultivo y pueden soportar el proceso de horneado debido a la
alta resistencia a temperaturas que van de 105-115°C, mientras que en el
horneado el centro de la miga puede alcanzar 97-100°C por lo que algunas de

estas pueden sobrevivir (VaiCiulyté-Funk et al.,2015).

Wei et al, (2009) aplicaron extractos (acuoso y etandlico) de pasas en pan de caja
e inocularon el producto con cepas del género Bacillus en una concentracion
aproximada de 1x10°% asi como en este trabajo, obteniendo que el extracto
etandlico disminuye significativamente de 7.70 Log en el control a 3.41 Log en el
tratamiento con extracto a los 7 dias de almacenamiento sin embargo, comparado
con esta investigacion el tratamiento Pl que corresponde a pan inoculado con
bacterias del género Bacillus y con extracto de Oxalis, al mismo tiempo de
almacenaje, muestra un crecimiento de 3.0 Log siendo menor la carga bacteriana
comparada con la encontrada por estos autores, puede ser por la materia prima
del extracto, por los mecanismos de accion de los compuestos activos sobre las
bacterias y la forma de aplicar el extracto, los autores lo hacen como sustitucion
de porcentaje de agua en la formulacion y en este trabajo es un agregado al

producto.
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Por otro lado Saeed et al., (2003) evaluaron el efecto de concentrados de clavo
extraidos con metanol a diferentes concentraciones, sin embargo ellos aplican el
concentrado en porcentaje de sustitucion de agua para el posterior horneado del
producto, el conteo de microorganismos lo realizan a los 15 dias de
almacenamiento obteniendo 2.49 log (UFC/mL) para el tratamiento con mayor
contenido de concentrado (2.5%), comparandolo con el presente trabajo al mismo
tiempo de almacenamiento (15 dias) el extracto de Oxalis tuberosa muestra
mejores resultados ya que no hay crecimiento bacteriano, probablemente porque
el extracto fue aplicado después del proceso de horneado, ya que algunos
compuestos bioactivos que brindan la capacidad antimicrobiana son termolabiles y
puede que no soporten la temperatura de horneado que oscila de entre 180° y
220°C.

Tabla 19. Microbiolégicos durante vida de anaquel

PC: Pan Control, PE: Pan con extracto, PI: Pan inoculado con microorganismos deterioradores, ND: No se
detecto crecimiento. a,b,c d.e

AB.C,D,E

representan diferencias significativas p<0.05 entre los tratamientos mientras que

representan diferencias significativas p<0.05 a través del tiempo.



8.10 Analisis de Perfil de Textura (APT) en pan tipo danés

Durante el periodo de almacenaje fueron evaluados los cambios de textura que
presentd el pan (Tabla 20), lo cual esta intimamente ligado al crecimiento
microbiano y a la actividad de agua que el producto presenta. Al inicio del
almacenamiento no hubo diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos
para los parametros, en dureza en PC fue alcanzada una dureza de 11.24 N, en
PE 10.91 N y en Pl 10.36 N, en la adhesividad los datos son parecidos y esto
puede ser por la incorporacion del almibar y extracto en la corteza del pan danés,
en el dia 7 la elasticidad y cohesividad no presentan diferencias a través del
tiempo oscilando entre los 0.39 y 0.45 para cohesividad y 0.73 y 0.79 mm en
elasticidad. Las diferencias en dureza comienzan a aparecer hasta el dia 21, el
control posee 11.12 N en dureza mientras que PE muestra 9.50 Ny Pl 8.78 N, el
cambio en la dureza impacta en la masticabilidad de Pl que corresponde a 0.052
J, siendo que PE y PC tienen valores menores de 0.024 J y 0.035 J
respectivamente. Sin embargo la mayor diferencia numérica fue hasta el dia 28
donde la dureza del control (11.24 N) fue superior a la de los tratamientos PE
(9.87 N) y PI (6.21 N), en cuanto a los demas parametros no hubo diferencias

significativas al dia 28.

Los resultados obtenidos pueden ser comparados con los de Passarinho et al.
(2014), ellos aplican aceite esencial de orégano en pan tipo caja rebanado con la
finalidad de conocer si este tiene un efecto durante la vida de anaquel del
producto, sin embargo, solo realizan el almacenaje durante 15 dias ya que
reproducen las condiciones de un pan comercial abriendo el empaque una vez por
dia. En el APT que ellos realizan comienzan con una dureza de 2.25 N la cual es
menor a la que se encuentra en este trabajo (10.96 N para PE), esto puede ser
debido a la forma en que se toma esta medicién, ellos ya han afectado la textura
del producto al rebanarlo, por lo que su dureza es menor comparada con la de un

producto sin modificaciones.
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Con el paso del tiempo la dureza incrementa a un maximo de 9.96 N a los 10 dias
y hasta el final del experimento, Passarinho (2014) atribuye este endurecimiento a
la retrogradacion que afecta principalmente a la miga del producto y a la
redistribucion de humedad que se da debido a la constante interaccion del
producto con el medio ambiente al abrir el empaque, estos factores también

pueden influenciar los cambios de dureza en el presente trabajo.

Otra forma de incorporar agentes antimicrobianos en productos de panificacion es
sustituyendo un porcentaje de alguno de los ingredientes principales por el
compuesto bioactivo de estudio, este es el caso de Sudha et al., (2016) quienes
incorporan en sustitucion de hasta el 15% de harina de carambola en la
elaboracién de pan blanco ellos encuentran diferencias significativas (P<0.05)
entre los tratamientos ya que el pan con mayor sustitucién de harina aumenta al
doble la dureza del producto respecto al control. Es por eso que con la finalidad de
no afectar los parametros de textura que van intimamente ligados con los
aspectos sensoriales y de aceptacion del producto es mejor el uso de extractos o
aceites esenciales, esto también porque al obtener el extracto han sido
concentrados la mayoria de compuestos de interés. Por lo que en esta
investigacion el producto al que se le atribuye la actividad antimicrobiana y
antioxidante fue aplicado de forma independiente a la formulacion del pan danés
ya que el objetivo es mejorar el periodo de almacenaje sin afectar otros atributos

del producto que puedan causar el rechazo del mismo.
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Tabla 20. APT durante vida de anaquel

Elasticidad

PC: Pan Control, PE: Pan con extracto, PI: Pan inoculado con microorganismos deterioradores, a, b, ¢
A,B,C

representan diferencias significativas p<0.05

entre los tratamientos mientras que ' representan diferencias significativas p<0.05 a través del tiempo.
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8.11 Capacidad Antioxidante en pan tipo danés

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 21, el control tiene una baja
capacidad antioxidante iniciando con 0.037 mgEAG/g valor que disminuye
gradualmente y al final del periodo es de 0.036 mgEAG/g lo cual es esperado ya
gue no se ha aplicado ningun aditivo que tenga influencia en este parametro, pese
a obtener una cantidad muy baja en contenido de fenoles, puede inhibirse 0.14% y
0.94% de los radicales ABTS" y DPPH respectivamente. A comparacién del
control PE y PI tienen una mayor cantidad de fenoles totales, al dia 1 PE presenta
0.58 mgEAG/g y Pl 0.55 mgEAG/g, al igual que con el control la disminucion del
contenido disminuye para el dia 30 teniendo para PE 0.50 mgEAG/g y en Pl 0.47
mgEAG/g, en cuanto a la reduccion del radical DPPH en PE la inhibicion inicial es
de 84.99% y de ABTS" de 80.23% lo que equivale a 903.34 eq. De Trolox y al final
de la evaluacién para el mismo tratamiento es de 81.29 % en DPPH y de 76.80 %
para ABTS™ Por ultimo en PI los datos son similares a los de PE, sin embargo
numeéricamente son menores ya que inicia con el 82.43 % de reduccion de DPPH
y el 77.62 % de inhibicion en ABTS" para el final de la vida de anaquel los datos
bajan a 79.16 % en DPPH y 74.42 para ABTS".

La cantidad de antioxidantes detectada en el control pueden ser debido a los
derivados de la reaccion de Maillard, durante esta reaccion interactuan
aminoacidos con azucares reductores lo cual tras una serie de sub-reacciones
deriva en melanoides, estos han sido estudiados y muestran una capacidad
antioxidante baja lo que coincide a lo encontrado en la investigacion. En cuanto a
la disminucién de los fenoles y la capacidad antioxidante a través del tiempo
puede ser por la interaccion de los compuestos a la luz y al oxigeno asi mismo

como a la interaccidon que tienen con las bacterias que combaten.
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En 2008 Michalska et al., evaluaron la actividad antioxidante de la Reaccion de
Maillard en pan de centeno, ellos encuentran un total de 2.26 mgEAG/g en fenoles
totales, es posible que este valor encontrado sea mucho mayor al del control
(0.037 mgEAG/mg) en este trabajo debido a la materia prima utilizada ya que el
centeno es considerado como buena fuente de sustancias biolégicas activas como
lo son aminoacidos y antioxidantes, mientras que en el trigo ha sido hallado que
algunos compuestos como el tocoferol queda en el salvado el cual es removido

para poder realizar harinas blancas.

Zhu et al., (2016) evaluaron la capacidad antioxidante de infusion de té negro en la
elaboracién de pan al vapor, encontrando un maximo de 24.9 mgEAG/g en el
tratamiento con mayor contenido de infusiéon y un maximo de 58.4% de inhibicidn
del radical ABTS en el mismo tratamiento, mientras que para este trabajo fue
encontrado un maximo de 0.58 mgEAG/mg en Fenoles Totales lo cual es
significativamente menor a lo encontrado por los autores, sin embargo, la
capacidad de reduccion del radical ABTS es mayor con Oxalis tuberosa logrando
inhibir hasta el 76.80 % al final del periodo de almacenaje, esto puede ser debido
a la afinidad que tienen los compuestos en el extracto realizado en esta
investigacion para estabilizar el radical, debido a que con diferencia del té negro
en la papa roja se encuentran mas compuestos unidos a azucares los cuales

reaccionan con ABTS.

Con los resultados obtenidos para la capacidad antioxidante en el pan, es posible
atribuir la accién antibacteriana a estos compuestos, ya que a lo largo del periodo
de almacenaje la presencia de antioxidantes prevalece y va disminuyendo
gradualmente, esto puede ser debido a la interaccién que tiene con las células
bacterianas ayudando a disminuir la poblacién o biomasa, en comparacién con el
control que tiene poca actividad antioxidante la cantidad de microorganismos se
encuentra aproximadamente 7 fases logaritmicas arriba del pan que contiene el
extracto al final de la vida de anaquel, mientras que para PE a medida que

aumenta la carga bacterioldgica la capacidad antioxidante disminuye.
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Tabla 21. Capacidad antioxidante durante vida la de anaquel durante la vida de anaquel

PC: Pan Control, PE: Pan con extracto, Pl: Pan con microorganismos deterioradores, a, b, ¢
representan diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos y a través del tiempo

8.12 Indice de peréxido en pan tipo danés

Los datos obtenidos (Figura 8) muestran que al inicio del periodo de
almacenamiento no hay diferencias significativas entre los tratamientos el
resultado para el control fue de 7.46 meq.O./kg, para el tratamiento PE de 6.93
meq.0,/kg y del tratamiento Pl 7.04 meq.O,/kg pero en la etapa final el tratamiento
PC , al cual no le fue aplicado el extracto, obtuvo 13.06 meq.O./kg, presentando
diferencias significativas (P>0.05) respecto a PE y Pl que tienen un valor de indice
de peroxido de 8.80 meq.O,/kg y 8.85 meq.O,/kg respectivamente.
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Figura 8. Indice de peréxido en vida de anaquel

PC: Pan Control, PE: Pan con extracto, Pl: Pan con microorganismos
deterioradores. a, b, representan diferencias significativas (p<0.05) entre los
tratamientos y a través del tiempo.

Debido a que los radicales libres se forman rapidamente por la exposicion a la luz,
oxigeno y altas temperaturas los procesos de freido, asado y horneado son
bastante perjudiciales para la materia grasa que esta en la formulacion de los
alimentos, estos radicales libres son considerados causas para el desarrollo de
enfermedades en los consumidores principalmente hepaticas o precursoras de
cancer. Para controlar los niveles de lipoperoxidacion la NMX-F-101-SCFI-2012
establece que no se deben rebasar 20 meq. O,/kg en los alimentos, siguiendo la
NMX el pan danés se encuentra dentro de los limites permisibles incluso al final

del periodo de almacenamiento.



Budryn et al., (2013) incorporaron extractos de té verde y café sin tostar en la
elaboracion de donas como representativos de productos de panificacion fritos,
ellos realizan la valorizacidén de peréxidos tras la coccidon del producto encontrando
que la incorporacion del extracto de té verde reduce significativamente (P>0.05) la
formacion de radicales libres, sin embargo segun los datos obtenidos por los
autores, las donas sobrepasan los limites establecidos para los alimentos
alcanzando hasta 18 meq. Oy/kg, mientras que en el presente trabajo los niveles
de oxidacion se mantienen dentro de los limites. Esto puede ser debido a la forma
de coccion de los productos ya que al realizar un producto frito es muy probable
que este absorba una alta cantidad de grasa antes de su coccion, por otro lado
también influye el estado del aceite de freido y el hecho que los autores
incorporaron los extractos como sustituto de agua, el cual en contacto con altas
temperaturas como la del freido que oscila de 180°C a 220°C puede reducir su

capacidad antioxidante.

8.13 Actividad de Agua (aw)

Para relacionar los resultados de crecimiento bacteriano y APT durante la vida de
anaquel fueron tomadas las mediciones de la actividad de agua (Figura 9)

mostrando diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos, siendo Pl el
de menor a,, a partir del dia 7 con un valor 849.2 y terminando al dia 30 con 833.4,
mientras que PC y PE tienen una mayor a, al final del periodo de almacenaje con
valores de 871.4 y 869.2 respectivamente, a,, estad relacionado al crecimiento

microbioldgico ya que la mayoria de las bacterias crecen a valores mayores a 0.90
lo cual concuerda con los resultados obtenidos al inicio de la vida de anaquel.
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Debido a la pérdida de humedad del producto, a la retrogradacién y a la
temperatura la ay es afectada con el paso del tiempo disminuyendo y siendo un

factor determinante para el crecimiento bacterioldgico, no obstante el crecimiento
de hongos y levaduras aun es posible ya que es requerido un 0.80 para el
crecimiento de estos microorganismos lo cual que coincide con los analisis
microbioldgicos, siendo que el control y Pl muestran mayor cantidad de
microorganismos en el medio de cultivo PDA que es un medio selectivo para
hongos y levaduras. En el presente trabajo hay una disminucion de los valores a lo
largo del tiempo lo cual puede ser explicado por que el producto evaluado no

contiene aditivos o conservadores que puedan ayudar a la retencion de agua.

Kechichian et al., (2010) elaboraron peliculas biodegradables adicionadas con
canela y clavo en polvo las cuales aplican en pan blanco rebanado, ellos
almacenan el pan durante 7 dias a temperatura ambiente y evaluan la actividad de
agua de las rebanadas encontrando 0.958 para el control, 0.960 y 0.962 para los
tratamientos con clavo y canela respectivamente, en contraste con el presente
trabajo la actividad de agua hallada por los autores es mayor que la del pan
danés, esto puede ser debido a la proteccion que tiene la pelicula ya que al

aplicarla puede ser que tenga influencia en la respiracion del producto impidiendo

su contacto directo con el ambiente por lo tanto conservar una ay mayor.

En la investigacion realizada por Mohammad et al., (2003) fueron utilizados
diversos productos de panificacion comerciales para relacionar la ay con el
crecimiento microbiano durante un periodo de almacenaje de 5 dias, los
resultados encontrados muestran que a lo largo del periodo el valor de aw

aumenta, obteniendo una media de 0.958 al primer dia hasta 0.988 al quinto dia,
este incremento se ve relacionado con la actividad microbiologica al primer dia no

se encuentra una carga bacteriana y para el quinto dia se encuentra un promedio
de 98 UFC/g asociando este incremento a los valores oOptimos de ay para

microorganismos comunes en la deterioracién de pan, siendo especificos en el
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género Bacillus y a que las bacterias pasan de la fase estacionaria a la logaritmica

debido a su adaptacion a la matriz alimentaria.
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Figura 9. ay durante vida de anaquel
PC: Pan Control, PE: Pan con extracto, Pl: Pan con microorganismos
deterioradores, a, b ,c representan diferencias significativas (p<0.05) entre los
tratamientos a través del tiempo

8.14 Color CIE L*a*b*

En el color que presenta en la corteza no existen diferencias significativas entre
los tratamientos (P>0.05) (Tabla 22), lo que indica que la adicién del extracto
antibacteriano no tiene influencia sobre el color , por lo menos en la corteza, al
inicio del almacenaje los valores obtenidos son similares en el parametro L*, no

obstante conforme avanza el periodo de almacenamiento la luminosidad va
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disminuyendo de 62.82 para el tratamiento control (PC) a 59.68, PE inici6 con
65.58 y termind con 57.44 y los valores de Pl bajan de 65.56 a 57.52 indicando
que el producto va obscureciendo esto puede ser debido a la exposicion a la luz,

la aparicion de algunas levaduras y hongos en la corteza.

Para la corteza el parametro a* oscila entre 25 al dia siete y de 19-24 para el dia
30 otorgando a la corteza un color café claro que es complementado con los
valores para b* que van de 45 al inicio del periodo para terminar con 43 al dia 30,
el color café claro es producido por la reacciéon de Maillard caracteristica de los
productos de panificacion y también un parametro que influye directamente en la
aceptacion del producto es por eso que los aditivos naturales o sintéticos estan
encaminados a no afectar el color del producto, aunque el color del extracto
aplicado tiende a los tonos rojos no afecta a primera instancia la percepcion de

color del pan.

Por otra parte en la miga del producto si existen diferencias significativas (p>0.05)
principalmente se presentan en el parametro a* (Tabla 23), el cual brinda
informacion sobre la apreciacion del color verde a rojo, el tratamiento control PC
muestra valores bajos que van de 1.52 al dia 7 y termina con 1.24 estos datos
aunados a los del parametro b* que van de 21.94 al inicio y 18.40 al finalizar dan
un color con tendencia al tono beige-amarillo lo cual es caracteristico de la miga

de los productos elaborados con masa danesa.

Para los tratamientos PE y Pl que son en los que se aplicé el extracto muestran
una miga color vino al inicio de la vida de anaquel con valores de 10.24 y 10.30
respectivamente conforme avanza el tiempo la miga es mas obscura tomando
colores cercanos al café y presentando valores para PE 9.78 y Pl de 9.81. El
cambio de color en la miga de los tratamientos puede estar ligada a la actividad
enzimatica que resulta de los microorganismos deterioradores y también de la

oxidacion de la grasa que contiene el producto.

En la investigacion de Zhu et al., (2016) en la que aplican infusion de té negro en

la elaboracion de pan al vapor encuentran diferencias significativas en los
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tratamientos que han sido adicionados con la infusién comparandolas con el
control, los tratamientos muestran menor luminosidad (parametro L*) y tendencia
en el parametro a* a los tonos rojizos, esto puede compararse con el presente
trabajo para la evaluacion realizada en la miga del producto teniendo valores

mucho mayores en el parametro a* comparados con el control.

Estos cambios son dados por los pigmentos naturales de la materia prima, para
Oxalis tuberosa las antocianinas que brindan el tono rojo, a pesar de tener un
cambio en cuanto al color de la miga, no significa que sea un factor determinante
para el rechazo del producto debido a que se trata de la creacion de un nuevo
producto que aparte del aporte nutricional comun de los productos de panificacion,
tiene una alta probabilidad de aportar una pequefia cantidad de antioxidantes al
consumidor que al mismo tiempo protegen al producto del deterioro respecto al

tiempo de almacenamiento.
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Tabla 22. Color en corteza durante el periodo de almacenamiento.

Dia

7

14

21

28

L* a* b*

PC PE PI PC PE Pl PC PE PI
62.82+7.07% 6558+4.70% 6556+463% | 24.36+1.50% 251440582 2520+0.60% | 4578+1.77% 456441348 4546+1.382
61.48+1.01% 62.98+5.44% 63.4612.40% | 23.4:0.97% 248410452 2496:0.45% | 4520+2.20% 44.9810.512 44.8410.212
60.78+2.78% 58.62+2.73% 58.52+2.63% | 21.51x0.342 24.6410.79% 24.72+0.70% | 44.80+0.68% 43.2411.052 43.660.952
50.6815.672 57.44+3.84% 57.52+3.772 | 19.63x1.232 24.5410.68% 24.62+0.58% | 44.60+0.897 43.1410.922 43.2210.762

PC: Pan Control, PE:

Tabla 23. Color de miga durante el periodo de almacenamiento.

Pan con extracto, Pl: Pan con microorganismos. a, b representan diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos

Dia

7

14

21

28

L* a* b*

PC PE P PC PE Pl PC PE P
83.56+2.49% 83.58+1.60% 83.60£1.58% 1.52+0.08° 10.24+0.2128 10.30£0.372 = 21.94+2.01° 18.4410.462 18.42+0.272
80.70+1.142 82.98+1.43% 82.96+0.45% = 1.44+027° 10.08+0.3228 10.04+0.30% | 19.08+0.972 18.38+0.40% 18.36+0.082
792242832  81.06+1.07% 81.24+0.90%  1.30%0.37° 9.90+0.482 9.93+0.40% 18.68+1.49%  18.1£1.152  18.16+0.53%
78.56+2.112  80.84+0.70% 80.90+0.572 | 1.24+0.026°  9.78+0.472 9.81+0.29% = 18.40+1.25% 17.90+1.06% 17.68+0.40%

PC: Pan Control, PE:

Pan con extracto, PI: Pan con microorganismos. a, b representan diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos
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Conclusiones

De la carga bacteriana analizada en un pan tipo danés comercial se
lograron aislar 10 bacterias, 4 de ellas pertenecientes al género Bacillus y
representativas de los deterioradores de panificacion, en el medio de
cultivo Sal y manitol se aislaron tres bacterias relacionadas a la microbiota
de la piel las cuales pudieron llegar al pan por medio de los consumidores
y trabajadores de la panaderia comercial, por ultimo se identificaron 3
bacterias pertenecientes a las Enterobacterias las que pueden causar

enfermedades en el aparato digestivo.

Los extractos obtenidos a partir de harina de Oxalis tuberosa presentan
actividad antibacteriana contra Gram positivas y negativas, siendo Ee el de
mayor efectividad ya que se necesita menor concentracion de extracto

para inhibir el crecimiento de las bacterias.

En cuanto a la cuantificacion de fenoles y capacidad antioxidante de los
extractos, Ee muestra los mejores resultados con 9.23 mg/mgEAG,
alcanzando un 77% de inhibicion del radical DPPH y un 62.48% del radical
ABTS.

Con base en el rendimiento de extraccion, capacidad antibacteriana y
antioxidante el extracto para aplicar en un producto de panificacion es el
extracto con etanol (Ee) ya que mostrd valores superiores en todos los

parametros evaluados ademas de ser el de extraccion mas viable.

Durante el periodo de almacenamiento la incorporacion del extracto no
tiene efectos negativos en los parametros evaluados en el Andlisis de Perfil
de Textura, mediante la prueba de perdxidos se demostré que el extracto
protege al producto de oxidacion lipidica debido a la acciéon de los
antioxidantes y que a pesar que el tono del extracto es rojo no afecta la

apreciacion de color de la corteza del pan.
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La adicion del extracto ayuda a retrasar el crecimiento de bacterias y al
final del periodo de almacenamiento el producto aun es indicado para el
consumo, sin embargo este consumo solo se limita en el aspecto
bacteriologico debido a que la carga de hongos y levaduras sobrepasa los

limites permisibles establecidos por la NOM-147-SSA1
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