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RESUMEN

Los bizcochuelos son un tipo de panificado de consumo frecuente. Este producto tiene una vida
util corta debido al deterioro causado principalmente por microorganismos, en especial hongos.
Este deterioro afecta a la calidad e inocuidad del bizcochuelo. El objetivo general del presente
trabajo de tesis fue combinar estrategias de conservacién para minimizar el biodeterioro flingico
de bizcochuelos almacenados a temperatura ambiente de forma de obtener una vida util no
menor a 3 semanas, utilizando el envasado en atmésfera modificada (ATM) como la principal

estrategia.

Los hongos aislados como contaminantes de bizcochuelos pertenecieron a los géneros
Penicillium, Aspergillus y Talaromyces, siendo el género Penicillium el aislado con mayor
frecuencia. El estudio de sensibilidad al crecimiento en ATM mostré que todos los aislamientos
presentaron inhibicién de crecimiento en ATM N,:CO,50:50, logrando inhibiciones entre 47% y
100%. La especie P. crustosum, aislada con mayor frecuencia, mostré una inhibicién entre 32%
y 40%, por lo cual se estudié la combinacion de envasado en ATM con diferentes estrategias de
conservacién para impedir su crecimiento. Se logrd una inhibicién total del crecimiento en
medio de cultivo combinando el uso de ATM con: 500 ppm de sorbato de potasio o
disminuyendo la actividad de agua a valores menores que 0.91. A su vez, se estudio la capacidad
de produccion de la neurotoxina Penitrem A de la cepa aislada P. crustosum MG, la cual fue

capaz de producir la neurotoxina en medio de cultivo, no produciéndola en el bizcochuelo.

Por otro lado, se estudié mediante un disefio factorial completo el efecto combinado de la
atmoésfera de envasado (aire o ATM), la adicidn de sorbato de potasio, el pH y el tiempo de
almacenamiento sobre el crecimiento de P. crustosum en bizcochuelos. El crecimiento se
cuantificé por PCR en tiempo real, método que se puso a punto en el presente trabajo y para el
cual se disefiaron primers especificos. Los factores significativos en el crecimiento de P.
crustosum fueron la atmdsfera de envasado y el tiempo de almacenamiento, concluyendo que
el envasado en atmdsfera modificada resulta una estrategia eficaz para inhibir por 30 dias, el
crecimiento de P. crustosum en el bizcochuelo. Finalmente se realizé un ensayo de evaluacidn
sensorial con consumidores para estimar la vida atil del producto. Los resultados mostraron que
la vida util sensorial fue de 7 dias, ya que a este tiempo fue rechazado por el 25% de los

consumidores.
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1.1-Bizcohuelo, un producto panificado.

Los productos de panaderia elaborados a base de cereales que sufren un proceso de calor seco
por conveccion, generalmente por horneado, se convierten en productos panificados (Chaven,

2014). Dentro de este grupo de productos se encuentran los bizcochuelos.

El bizcochuelo es una torta esponjosa que se caracteriza por tener un desarrollo de los alvéolos
producido por el aire incorporado durante el batido y su expansién en la coccion (Lezcano,
2011). El Reglamento Bromatoldgico Nacional (RBN, 1994) define bizcochuelo dentro de los
productos de confiteria, como uno de los productos de Batido, definidos como “productos de la
coccién de una masa elaborada con un proceso de batido, compuesta de: harina, huevos,
almidones o féculas, azucares y leudantes. Podra contener también: miel, sal, agua potable,
leche, aceite, manteca y sustancias aromatizantes. Se pueden utilizar rellenos o decorados de

dulces, coberturas, cremas, jaleas, frutas confitadas, etc”.

Actualmente existen en el mercado bizcochuelos de origen industrial listos para rellenar. A
diferencia de la opcion de hornear los bizcochuelos en el hogar, el adquirir el bizcochuelo listo
para rellenar surge como una opcién conveniente y practica ya que insume menos tiempo
(Lezcano, 2011). Los mercados que producen y comercializan tortas crecen cerca de un 1.5% por
afio. Estas industrias enfrentan diferentes desafios como la reduccién de costos de la tecnologia
para la produccion industrial, el mejoramiento de la calidad y el incremento de la vida Util para
poder mantener sus caracteristicas durante la distribucidon y comercializacién (Wilderjans, et al.,
2013). La vida util de un producto se define segun la IFST Guidelines (1993) como el tiempo en
el cual un producto se mantiene seguro, mantiene las caracteristicas sensoriales, fisicas,
guimicas y microbiolégicas deseadas y cumple con las declaraciones de la informacion
nutricional en la etiqueta, siendo almacenado bajo las condiciones indicadas. En general la vida
atil del bizcochuelo es corta y se ve limitada por tres tipos de deterioro: quimico, fisico y
microbioldgico. El deterioro fisico y quimico, hace referencia a la variaciéon en caracteristicas
fisico-quimicas de los productos. En este aspecto es de particular interés el cambio en la
humedad y en la oxidacidn de los lipidos, ya que ambos pueden ser causa de rechazo por parte
del consumidor (Smith, et al., 2004). El deterioro microbiolégico o biodeterioro, se define como
el deterioro generado por la actividad o la presencia de microorganismos, mas alla de los limites
establecidos por las normativas vigentes para cada producto (Forsythe & Hayes, 2000). El
deterioro microbioldgico es el deterioro mas importante ya que no sdlo afecta a la calidad del
producto sino también la inocuidad del mismo (Berk, 2013). A su vez, es un problema para las

industrias por las pérdidas econémicas que genera. Las mismas varian entre 1 y 5% de los
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productos dependiendo la estacion del afo, el tipo de producto, el método de procesamiento y
las condiciones de almacenamiento (Marin, et al., 2002). Los hongos son los microorganismos
responsables de la mayoria de los problemas de biodeterioro en bizcochuelos (Forsythe &
Hayes, 2000). El crecimiento de los hongos desarrolla micelio visible en la superficie del
producto, generando asi el rechazo del consumidor hacia el mismo. A su vez, los hongos
producen exoenzimas durante su crecimiento como lipasas, proteasas, carbohidrasas que
pueden alterar las propiedades sensoriales del producto produciendo sabores desagradables y
decoloracién. Ademds pueden producir micotoxinas, las cuales presentan un riesgo para el

consumidor (Dagnas & Membré, 2013).

1.2- Biodeterioro de productos panificados

Los microorganismos que generan biodeterioro son bacterias, hongos y levaduras. El
crecimiento de los mismos en los alimentos depende de varios factores como la actividad de
agua (aw), pH, temperatura y flora competitiva (Abellana, 1997). La Figura 1.2.1 representa un
diagrama donde se ven distintos grupos de panificados con sus ay caracteristicas y los diferentes
microorganismos que podrian causar deterioro (Seiler, 1998). Productos de baja humedad con
aw menores a 0.60 no presentan riesgo de deterioro microbiolégico, productos de humedad
intermedia con awentre 0.6 y 0.85 son deteriorados principalmente por levaduras osmofilicas y
hongos en general, mientras que en los productos de alta humedad con awentre 0.94 y 0.99 la

mayoria de las bacterias, levaduras y hongos son capaces de crecer (Smith, et al., 2004).



Introduccién

Producto Ay Microorganismos
1.00
Pan, bollos con crema
pastelera, tartas de frutas,
tartas de queso, pizza.
0.90 « Bacterias
Tortas tipo bizochuelo, Pan Levaduras
tortuga, pancakes, waffles.
0.80 « Hongos
Productos con crema de
manteca o rellenos con
mermelada.
0.70
Hongos xerdfilos
Galletas, frutos secos. g

0.60 « Levaduras osmofilicas

Figura 1.2.1- Valores minimos de aw para el crecimiento de microorganismos causantes de biodeterioro en
productos panificados (Seiler, 1998, Smith, et al., 2004).

Los bizcochuelos son productos de humedad intermedia presentando actividades de agua entre
0.75y 0.90 (Seiler, 1998, Guynot, et al., 2004), por lo tanto los mismos pueden ser deteriorados
tanto por hongos como por levaduras. Los hongos mas frecuentemente aislados como causantes
de deterioro en bizcochuelos fueron Wallemia sebi, Eurotium spp. los cuales pertenecen al
grupo de los hongos xerofilos, Penicillium spp. y Aspergillus spp. (Smith, et al., 2004). También
se han aislado en menor frecuencia especies de los géneros Cladosporium, Mucor y Rhizopus
(Guynot, et al., 2004). En particular, en bizcochuelos han sido descritos como causantes de
deterioro varias especies de Penicillium entre las que se encuentran P. crustosum, P. glabrum,

P. commune, P. chrysogenum (Pitt & Hocking, 2009).

El género Penicillium es muy diverso tanto por el nimero de especies como por los habitats
donde se encuentra (Pitt & Hocking, 2009). Estd integrado por aproximadamente 250 especies,
muchas de las cuales son anamarficas porque no se les conoce ciclo sexual. El nombre del género
(Penicillium) se asocia a la forma que presenta el aparato conidiéforo (estructura especializada
en la reproduccidn asexual, que genera conidias), con forma de pincel (penicillius). Segun la
micromorfologia del conidiéforo, las cepas de este género pueden clasificarse en
monoverticiladas, biverticiladas y terverticiladas (Figura 1.2.2). De acuerdo a ello se definieron

4 subgéneros Aspergilloides, Biverticillium, Furcatum y Pencillium (Pitt & Hocking, 2009).
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Actualmente, basado en andlisis filogenéticos, las especies pertenecientes al subgénero
Biverticillium han sido reclasificadas dentro del género Talaromyces (Visagie, et al., 2014), por
lo cual sélo se reconocen 3 subgéneros dentro del género denominado Penicillium sensu stricto

(Houbraken & Samson, 2011).

Figura 1.2.2.- Diferentes morfologias del aparato conidiéforo de Penicillium. A- P. glabrum, conidiéforo
monoverticilado. B- P. citrinum, conidiéforo biverticilado. C- P. crustosum, conidiéforo terverticilado. (Figuras de Pitt

J & Hocking A b, 2009)

El subgénero Penicillium, que a su vez se divide en 6 secciones (Tabla 1.2.1), estd conformado
por especies cuyos conidiéforos son terverticilados. Numerosas especies pertenecientes a este
subgénero estdn relacionadas con el biodeterioro de alimentos y en algunos casos han sido

descritas como importantes productoras de micotoxinas (Samson, et al., 2004, Geisen, 2015).
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Tabla 1.2.1.- Especies de Penicillium subgénero Penicillium, clasificadas en base a su morfologia, su patrén de

crecimiento, ecologia, extrolitos y secuencias parciales de beta tubulina (Samson, et al., 2004).

Seccion Coronata

Seccién Roqueforti

Seccién Chrysogenca

Seccion Penicillium

P.
P.
P.

POV OVDODOVOVWOUV VWUV VTVLIUVOVTLT TOUVOWVLUVLL VLT

bialowiezense
brevicompactum
olsonii

Seccion Digitata

. carneum

paneum

. roqueforti

chrysogenum

. dipodomyis
. flavigenum

nalgiovense
confertum
mononematosum
persicinum
aethiopicum

expansum
marinum

Seccion Viridicata

. sclerotigenum

clavigerum

. concentricum
. coprobium
. coprophilum

formosanum
glandicola
vulpinum
dipodomyicola

. griseofulvum
. italicum

. ulgiense

. gladioli

P. digitatum

P. aurantiogriseum
P. cycopium

P. freii

P. melanoconidium
P. neoechinulatum
P. polonicum

P. tricolor

. viridicatum

. albocoremium
allii

. hirsutum
hordei

. radicicola

. tulipae

. venetum
nordicum

. thymicola

. verrucosum

. atramentosum

. camemberti

. caseifulvum

. commune

P. crustosum

P. palitans

P. cavernicola

P. discolor

P. echinulatum

P. solitum

W WU VWL VLULULOLDLULDLD UL LD

1.3- Hongos causantes de biodeterioro, productores de micotoxinas

Varias de las especies descritas como causantes de biodeterioro en productos panificados son

productoras de micotoxinas (Legan, 1993). Las micotoxinas son metabolitos secundarios

producidos por los hongos, que presentan toxicidad para vertebrados (Kokkonen, et al., 2005).

Los metabolitos fungicos que son activos contra bacterias, protozoarios y pequefios animales

como insectos no se consideran micotoxinas (Frisvad,et al., 2006). También se excluyen las

toxinas de Basidiomycetes porque el contacto con las mismas es por la ingesta de los cuerpos

de fructificacién de los Basidios, lo cual se considera diferente a la ingesta de toxinas generada

por los hongos que no presentan cuerpo de fructificacion.
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La exposicion a estas toxinas puede darse de diferentes formas. Por lo general es mediante la
ingesta de alimentos contaminados por hongos que producen estos compuestos, aunque
también puede darse por la inhalaciéon o el contacto dérmico con los mismos. Los efectos
producidos por la intoxicacion pueden ser efectos agudos, producidos por altos niveles de
micotoxina, que pueden ir desde malestares hasta trastornos graves. Los efectos también
pueden deberse a la intoxicacidn por la exposicidon continua a niveles bajos de toxina que genera
enfermedades crdnicas las cuales se manifiestan por ejemplo en la formaciéon de tumores,
retraso en el crecimiento, alteraciones en el sistema inmune generando menos resistencia a

enfermedades (CAST, 2003).

Los hongos micotoxigénicos difieren en su morfologia, bioquimica y nicho ecolégico, por lo cual
no es posible describir una combinacion de condiciones favorables para el crecimiento y
produccién de las micotoxinas (CAST, 2003). En general las micotoxinas se producen en
condiciones mas restringidas que las necesarias para el crecimiento del hongo (Kokkonen, et al.,
2005). La mayoria de las especies toxigénicas que se conocen pertenecen a tres géneros:

Aspergillus, Penicillium y Fusarium.

Varias especies de Penicillium terverticiladas son reconocidas por su capacidad de producir
micotoxinas. De las cuatro especies de Penicillium mencionadas anteriormente como
contaminantes de bizcochuelos, tres son Penicillium terverticilados capaces de producir
micotoxinas. P. chrysogenum produce toxina PR y roquefortin C, P. commune produce acido
cyclopiazénico, y P. crustosum produce penitrem A, roquefortin C, acido terréstrico asi como
otros metabolitos secundarios (Frisvad & Samson, 2004, Sonjak, et al., 2005, Pitt & Hocking,
2009).

Todos los aislamientos de P. crustosum han sido descritos como productores de la neurotoxina
Penitrem A en altas cantidades (Sonjak, et al., 2005, Pitt & Hocking, 2009). Esta toxina es
principalmente intracelular (Filtenborg, et al., 1983, Weidenbdrner, 2001) y es un compuesto
tremorgénico altamente toxico (Frisvad, et al., 2006) que causa temblores, ataxia, debilidad en
las extremidades y convulsiones. La LD50 en ratones administrada de forma intraperitoneal es
de 1.05mg/Kg (El-Banna & Leistner, 1988). Este compuesto ha estado implicado en
intoxicaciones producidas en animales (Naudé TW, et al., 2002) y también se han detectado
intoxicaciones en humanos (Lewis PR, et al., 2005). La produccién de esta toxina se da en
condiciones de altas actividades de agua, alrededor de 0.92 (ICMSF, 1996), con la actividad de
agua Optima para su produccion en 0.99. Pitt & Hocking (2009) suponen que debido al

requerimiento de una elevada actividad de agua para la produccidn de Penitrem A es que hay
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pocos casos de intoxicacidn reportados por este compuesto que ademas de ser altamente toxico

es producido por un hongo aislado frecuentemente como contaminante de alimentos.

1.4-Factores que afectan el crecimiento de los hongos causantes de

biodeterioro de productos panificados

La contaminacidon microbioldgica se produce luego del proceso de horneado, ya que a las
temperaturas a las que este proceso se realiza, se elimina toda contaminacidn pre-existente. La
contaminacién se debe a esporas presentes en la atmdsfera o en las superficies en donde se
realizan los procesos de enfriado, finalizacién y envasado de los productos (Marin, et al., 2002).
Si bien los programas de limpieza y desinfeccion en areas de produccién son fundamentales para
reducir esta contaminacidn, no son suficientes para impedir el biodeterioro, por lo cual hay que
hacer uso de otras estrategias que afectan directamente al producto (Seiler, 1998). Existen dos
grupos de factores que influencian el crecimiento de microorganismos en los productos
alimenticios: factores intrinsecos del producto y extrinsecos (Seiler 1998). Dentro del primer
grupo estan factores como la actividad de agua, el grado de acidez, el contenido de nutrientes y
la presencia de inhibidores naturales. Dentro del segundo grupo se encuentran la temperatura
de almacenamiento, la adicién de conservantes, la humedad relativa y la composicidon gaseosa

de la atmédsfera que rodea al producto (Seiler, 1998, Dagnas & Membré, 2013).

1.4.1- Actividad de aqua

El agua disponible en una matriz se mide como la actividad de agua. Este parametro
adimensional se define como la relacidn entre la presidn de vapor de agua en un sistemay la
presion de vapor de agua pura a la misma temperatura. Se relaciona de una manera no lineal
con el contenido de humedad del producto a una temperatura dada, por medio de las isotermas
de adsorciéon y desorcién (Fernandez, 2011). La medida de actividad de agua se asocia con la
proporcién de agua disponible para reacciones quimicas y biolégicas por lo tanto afecta el
crecimiento, la esporulacién, la produccion de toxina y la supervivencia de los microorganismos
en el producto durante el almacenamiento. La disminucién de la actividad de agua es una forma
de conservacidn de los alimentos, ya que al disminuir la actividad de agua aumenta la presion

osmotica y las células sufren plasmdlisis (Fernandez, 2011). Esta disminucidon puede obtenerse
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mediante el agregado de diferentes solutos como glucosa, sorbitol, fructosa, sacarosa, glicerol.
El problema de utilizar esta estrategia en alimentos es que muchas veces las cantidades de
solutos necesarias para impedir el crecimiento de microorganismos alteran negativamente las
propiedades sensoriales del mismo. Ademas, dado que los consumidores exigen productos
naturales, la tendencia es utilizar otras estrategias de conservacién que no impliquen el

agregado de sustancias quimicas (Smith, et al., 2004).

1.4.2- Concentracion de H* (pH)

El pH de la mayoria de los alimentos se encuentra en un rango de entre 3y 8, el cual permite el
crecimiento de hongos, bacterias y levaduras (Wheeler, et al., 1991). Este factor tiene efectos
indirectos en el crecimiento de los hongos generadores de biodeterioro como cuando se
adicionan acidos organicos débiles como conservantes. El pH modula el efecto de la actividad
antimicrobiana de estos compuestos, ya que determina la proporcion de la forma activa no
disociada (Dagnas & Membré, 2013), cuya concentracion aumenta a medida que disminuye el
pH (Guynot, et al., 2005). Para disminuir el pH en los productos panificados se adicionan
acidulantes como acidos organicos, ejemplos son el dcido citrico, lactico, acético, o también se
pueden utilizar indculos de bacterias acido lacticas. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que el
uso de estas estrategias puede alterar las propiedades sensoriales del producto (Smith, et al.,

2004).

1.4.3- Conservantes

Para la conservacion de los productos panificados es comun el uso de acidos organicos débiles
como los acidos propidnico, benzoico y sérbico (Marin, et al., 2002). Estos acidos organicos
actuan como conservantes. El término conservante se define segin el Cédigo de Regulacion
Federal del Gobierno de los Estados Unidos (CFR) como un agente antimicrobiano utilizado para
preservar los alimentos, previniendo el crecimiento de microorganismos y su deterioro
subsecuente (Saranraj & Geetha, 2012). Estos acidos organicos suelen utilizarse en forma de
sales, ya que muchas veces presentan una mejor solubilidad. Estos compuestos son pH
dependientes, debido a que sélo son efectivos a pH menores o iguales que su pK, mds una
unidad de pH, ya que la forma no disociada del acido es la que presenta actividad antimicrobiana
(Pitt & Hocking, 2009). El 4cido en su forma no disociada es capaz de penetrar la membrana por
difusion (Stratford, et al., 2009). Una vez dentro de la célula se disocia, debido a que el pH del

citosol es cercano a la neutralidad, liberando hidrogeniones al medio intracelular, los cuales se
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acumulan dentro de la célula ya que por ser moléculas cargadas no pueden difundir a través de
la membrana. De esta forma se acidifica el medio intracelular, generando desnaturalizacién e
inactivacidn de enzimas, inhibiendo el crecimiento celular (Guynot, et al., 2005). Stratford, et al.
(2009) mencionan que el acido sérbico ademas de inhibir el crecimiento por el mecanismo
anteriormente descrito, tiene mecanismos de accién adicionales de inhibicién que involucran a

la membrana confiriéndole una mayor toxicidad que al acido acético.

El uso de conservantes estd regulado por ley, permitiendo segun el pais diferentes
concentraciones a utilizar en los diferentes productos alimenticios (Pitt & Hocking, 2009). En el
caso de Uruguay, el Reglamento Bromatoldgico Nacional especifica los aditivos que se pueden
utilizar como conservantes, la concentracion maxima permitida y el tipo de producto en el que
se pueden utilizar. La reglamentacion nacional permite para productos panificados el uso de
propionato de sodio a 2000 partes por milléon (ppm) y de sorbato de potasio a 1000 ppm. El
sorbato de potasio esta descrito como el conservante mas utilizado en productos panificados,
ya que tiene mayor efectividad en las condiciones de pH y actividad de agua encontrados en los
productos panificados (Guynot, et al., 2004). Sin embargo estudios como los de Marin, et al.
(2002) concluyen que para productos panificados con pH cercanos a 7, como los bizcochuelos,
otras alternativas deben de ser consideradas por la baja eficacia de estos conservantes. Otro
problema que presenta el uso de conservantes, es que los consumidores estan optando por
productos “naturales”, es decir, sin el agregado de aditivos quimicos. Por ello se han realizado
esfuerzos por disminuir la concentracion de los mismos o eliminarlos completamente haciendo

uso de otras estrategias de conservacion (Guynot, et al., 2004).

1.4.4- Temperatura de almacenamiento

La temperatura es otro factor importante que determina el crecimiento fungico (Dagnas &
Membré, 2013). En general, la mayoria de los hongos que generan biodeterioro en los productos
panificados son hongos meséfilos, capaces de crecer a temperaturas entre 10 y 402C, con su
rango éptimo de crecimiento entre 25 y 352C (Seiler 1998). En ambientes templados, estos
hongos presentan su dptimo de crecimiento a temperatura ambiente. Como la mayoria de los
hongos que generan biodeterioro son mesoéfilos se han desarrollado estrategias para la
conservacién y comercializacion de productos panificados a temperaturas de refrigeracion
(+49C) y congelacion (-202C) ya que al disminuir la temperatura, disminuye el crecimiento de los

hongos.
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El mercado de productos panificados congelados ha venido en aumento en los ultimos afios
(Meziani, et al., 2012), desarrollandose tecnologias para comercializar los mismos. De esta
manera se pueden encontrar los diversos tipos de productos panificados congelados como
masas fermentadas congeladas, masas sin fermentar congeladas, productos congelados listos
para consumir o productos congelados pre-horneados (Lebail & Goff, 2009). El problema que a
veces presentan estos productos, es que durante el proceso de congelamiento se generan
cambios fisicos y quimicos, que disminuyen los nutrientes o generan cambios en las propiedades

sensoriales, por ejemplo en la textura y en la apariencia (Berry, et al., 2008, Meziani, et al., 2012).

1.4.5- Condiciones de envasado

El envasado permite modificar la composicion de la atmdsfera que rodea el alimento ya sea por
la eliminacién del oxigeno disponible o por la inyeccion de gases que inhiban el crecimiento de
los microorganismos presentes. En el caso de los bizcochuelos no es posible utilizar el vacio, ya
gue al generar vacio se retira el aire del empaque, retirando también el aire remanente dentro
del producto, generando asi la pérdida de volumen y por ende de calidad del mismo. Por lo tanto
para este tipo de productos se recomienda el envasado en atmdsfera modificada (Celik, et al.,
2007). Esta estrategia se basa en modificar el aire del empaque, manteniendo el producto bajo
una atmoésfera gaseosa reducida en oxigeno la cual se reemplaza por una cantidad equivalente

de otros gases (Taniwaki, et al., 2009).

Los gases mas utilizados en las mezclas comerciales para generar atmésferas modificadas son
nitrégeno y diéxido de carbono. Aunque también se pueden utilizar gases como el helio y argén
(Parry, 1993). El nitrégeno es un gas inerte, insipido que no tiene actividad antimicrobiana. Su
presencia en la mezcla de gases es importante ya que por su baja solubilidad en agua evita que
los envases colapsen cuando se trata de productos que pueden absorber CO,. El CO; es
bacteriostatico y fungistdtico, sus efectos varian con la concentracién, la temperatura de
almacenamiento, el microorganismo a inhibir y la a, del medio (Guynot, et al., 2003). La
recomendacién general para las mezclas de gases utilizadas en el envasado en ATM es 60%
C0O,/40% N,, aunque la composicién de la mezcla se adapta segun el tipo de producto (Suhr &
Nielsen, 2005). Estudios mostraron que productos con mayor ay hecesitan mayor concentracion
de CO; (Guynot, et al., 2004). Las compafiias que comercializan cilindros de gases sugieren
diferentes mezclas gaseosas para generar atmdsferas modificadas segun los productos. Air
Liquide sugiere la mezcla Aligal 15, compuesta por N,:CO, 50:50 para productos panificados

como budines (Air-Liquide, 2011). Mezclas de gases con altas concentraciones de CO, (mayores
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a 70%) si bien son efectivas en evitar el deterioro no son recomendables para bizcochuelos. El
CO; es hidrosoluble y liposoluble, por lo cual puede generar el colapso del envase. Ademas este
compuesto solubilizado genera acido carbdnico, provocando un descenso en el pH del producto

y cambios sensoriales como sabores acidos (Guynot, et al., 2003).

Un factor fundamental en el envasado en ATM es la permeabilidad del envase de empaque. El
éxito o el fracaso de esta estrategia en impedir el biodeterioro de alimentos dependen de la
impermeabilidad del envase a CO; y O, para mantener la correcta mezcla gaseosa dentro del
envase. A su vez el material del envase debe de tener una baja tasa de trasmision de vapor de
agua para prevenir la variacidon en la humedad del producto. El material de las bolsas que se
utilizan para el envase estd compuesto por polimeros, siendo los mas utilizados la poliamida
(nylon), polipropileno (PP), cloruro de polivinilideno (PVDC), etil vinil alcohol copolimero (EVOH)
y polietileno de baja y alta densidad (LDPE/HDPE) (Smith, et al., 2004).

Bolsas compuestas de LDPE/HDPE se utilizan para productos panificados de corta vida util (2 o
3 dias) como por ejemplo para el pan. Para productos que se deseen almacenar por un tiempo
mayor se deben utilizar bolsas compuestas por la co-extrusién de varios polimeros. Ejemplos de
las mismas incluyen nylon/PE, nylon/PVDC/PE o nylon/EVOH/PE. Estas composiciones tienen
todas las caracteristicas deseadas para lograr una bolsa apropiada para el envasado en
atmodsfera modificada. La capa externa de nylon le brinda resistencia a la bolsa. La
impermeabilidad a los gases y a la humedad la proporciona el polimero PVDC o EVOH y el sellado

por calor que lo permite el PE (Smith, et al., 2004).

Entre las desventajas del uso de la ATM esta la posibilidad de crecimiento de microorganismos
anaerobios como Clostridium botulinum, productor de la toxina botulinica de riesgo letal para el
consumidor (Suppakul, et al., 2003). Atmédsferas con bajo contenido de oxigeno, hasta
aproximadamente 1.2% permiten el crecimiento de la especie Clostridium sporogenes, que se
considera el equivalente no toxigénico de C. botulinum (Taniwaki, et al., 2009, Carter & Peck,

2015).
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1.5- Combinacion de diferentes estrategias para inhibir el crecimiento

fungico

Debido a que ninguna de las estrategias es 100% efectiva en impedir el crecimiento microbiano
en alimentos, se utilizan combinaciones de estrategias con efecto sinérgico o complementario
(Guynot, et al., 2003). El uso combinado de diferentes estrategias de conservacion se conoce
como “efecto barrera” conocido en inglés como “hurdle technology” (Berk, 2013) y se ha
utilizado para mejorar la estabilidad microbioldgica y quimica, y la calidad sensorial de los
alimentos, asi como sus propiedades nutricionales y su costo (Rahman, 2015). Conocer cémo los
diferentes factores involucrados afectan la fisiologia y el comportamiento de los diferentes
microorganismos es de gran importancia para hacer un uso adecuado del “efecto

barrera”(Rahman, 2015).

Autores como Guynot, et al. (2003) (2004) han estudiado los efectos de la accién sinérgica de
aw, pH, adicién de conservantes y atmédsfera de envasado en el crecimiento de diferentes
especies de Eurotium en bizcochuelos. Los resultados del estudio mostraron que el crecimiento
fungico podia inhibirse sin el uso de conservantes si se utilizaba una mezcla de gases adecuada
(contenido de CO, no menor a 70%), la cual dependia de la aw del producto. El crecimiento
fungico también logré inhibirse con mezclas de gases con menor contenido de CO; en
combinacion con el agregado de conservante. A pH 6 la inhibicidn se logré mediante el agregado
de 1000 ppm de sorbato de potasio utilizando mezclas de gases de entre 50% y 70% CO;
balanceadas con N, mientras que a pH 7.5 se utilizé la combinacion de 2000 ppm de sorbato de
potasio con atmdsferas compuestas por entre 30%-70% CO, balanceadas con N,. En estas

condiciones los bizcochuelos lograron mantenerse sin biodeterioro por 28 dias a 252C.

1.6- Métodos de cuantificacion de crecimiento fungico

Para estudiar los efectos de las diferentes variables sobre el crecimiento fungico se hace
necesario desarrollar un método sensible, rapido y confiable para determinarlo. El crecimiento
fungico no es facilmente cuantificable, ya que a diferencia de bacterias y levaduras, los hongos
no crecen como células individuales, sino que lo hacen como hifas filamentosas, las cuales estdn
compuestas por varias células. Las hifas pueden penetrar sustratos sélidos como alimentos, lo

cual hace dificil su extraccion de los mismos (Taniwaki, et al., 2006).
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Varios métodos han sido desarrollados para cuantificar el crecimiento fungico. El método mas
frecuente es el recuento de propagulos viables, expresado como unidades formadoras de
colonias (UFC). La desventaja que presenta este método es que los recuentos obtenidos son
principalmente el reflejo de la cantidad de esporas mas que de la biomasa total presente. El
numero de recuentos va a ser bajo si la colonia es joven y quedara determinado por el numero
de propdgulos obtenidos al realizar la homogenizacién del hongo sobre el sustrato. Luego de la
esporulacion, ocurre un aumento importante en el nimero de las unidades formadoras de
colonia obtenidas, sin que ello signifique un aumento proporcional de biomasa (Marin, et al.,

2003, Taniwaki, et al., 2006).

La medida del diametro de la colonia es otro método utilizado con mucha frecuencia para
cuantificar crecimiento fungico sobre superficies. Este método fue utilizado en los estudios de
Guynot, et al (2003) (2004) para medir crecimiento fungico sobre bizcochuelos. La desventaja
que presenta este método es que no tiene en cuenta la densidad de la colonia, lo cual es

importante para conocer la biomasa.

Otros métodos desarrollados para estimar el crecimiento fungico son: la estimacién del peso
seco de micelio y la cuantificacién de componentes celulares especificos de los hongos como
quitina y ergosterol presentes en la pared y la membrana celular respectivamente (Marin, et al.,
2005, Taniwaki, et al., 2006, Porep, et al., 2014). La cuantificacion de dichos compuestos no es
sencilla analiticamente y ademds no permite distinguir entre las diferentes especies fungicas

gue pueden estar presentes en el sustrato (Arquiza & Hunter, 2014).

En este contexto surge la utilizacién de técnicas moleculares como la metodologia de PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) en tiempo real como una técnica confiable, sensible,
especifica y rapida para detectar y cuantificar el ADN fungico presente en una muestra (Arquiza
& Hunter, 2014, Tannous, et al., 2015). El uso de esta metodologia para cuantificar la carga
fungica ha sido estudiada en el analisis de muestras de polvo de ambientes interiores (Haugland,
et al., 2004), raciones para animales (Suanthie, et al., 2009), en contaminacidn fungica de

cultivos agricolas (Gil-Serna, et al., 2009, Shweta, et al., 2013).

La cantidad de ADN en un cultivo flngico es proporcional a la cantidad de biomasa micelial. Esta
relacién permite observar cambios en la biomasa mediante la cuantificacion de ADN (Arquiza &
Hunter, 2014). Ademas el método de PCR en tiempo real puede ser disefiado para dirigir la
amplificacion del ADN hacia la especie fungica de interés, eliminando la desventaja que

presentaba la medida del ergosterol que no permitia distinguir entre diferentes especies
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fungicas. A su vez, la PCR en tiempo real es facil y rapida de realizar en comparacién con los

métodos anteriormente mencionados (Tannous, et al., 2015).

1.7- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real

La PCR es una reaccion que se utiliza para amplificar una secuencia especifica de ADN. Para llevar
a cabo la misma se necesita un molde de ADN, dos oligonuclétidos (primers) que se unan a los
extremos de la secuencia de ADN que se quiere amplificar, dNTPs (nucledtidos trifosfato), una
enzima polimerasa termoestable y un buffer que contenga iones magnesio. La reaccion se lleva
a cabo mediante ciclos repetidos, variando la temperatura en un mismo ciclo. Al comienzo de la
reaccién se aumenta la temperatura, alrededor de 959C, para separar las hebras de la hélice de
ADN, posteriormente se baja la temperatura para permitir que los primers hibriden con las
hebras de ADN vy finalmente se aumenta la temperatura, alrededor de 7229C, la cual es la
temperatura éptima para que la polimerasa extienda los primers incorporando los nucleétidos
trifosfato. La temperatura de hibridacién depende de cada par de primers. Tedricamente
deberia de estar unos grados por debajo de la temperatura de melting de los mismos (Kubista,

et al., 2006).

La reaccién de PCR en tiempo real permite ademds de amplificar el ADN, cuantificar la
concentracién inicial del mismo. Para realizar esta reaccién ademds de los componentes
utilizados anteriormente, se necesita un compuesto fluorescente que se una al producto
formado reportando su presencia mediante la emisidn de fluorescencia. Se utilizan diferentes
sondas o agentes intercalantes para este fin, estos reporteros emiten fluorescencia la cual se
relaciona con la cantidad de producto formado (Kubista, et al., 2006). Dorak (2007) define a la
PCR en tiempo real como la recoleccidon continua de senales de fluorescencia de una o mas
reacciones en cadena de la polimerasa en un determinado numero de ciclos. La forma de
cuantificacion en esta metodologia es mediante la conversidn de las sefiales de fluorescencia de
cada reaccién en un valor numérico para cada muestra. Es entonces que como resultado de la
PCR en tiempo real se obtiene un grafico de valores de fluorescencia en funcién del nimero de
ciclos para cada reaccion (Figura 1.7.1). En los primeros ciclos de amplificacién la sefial de
fluorescencia es débil, ya que hay poco ADN amplificado, por lo que la misma no puede
distinguirse del ruido de fondo. A medida que transcurren los ciclos de amplificacién, aumenta
la cantidad de producto de forma exponencial lo cual permite observar un aumento en la sefial
de fluorescencia. Finalmente, la sefial de fluorescencia deja de aumentar en la llamada fase
plateau que ocurre cuando uno de los componentes esenciales para realizar la reaccion se agota

(Kubista, et al., 2006).
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Fase Exponencial Fase Plateau

Sefal > ruido de fondo
40 4 — -

CT CT

Fluorescencia
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o
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Lineaumbral

Numero de Ciclos

Figura 1.7.1- Curva obtenida de la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real. La linea umbral se coloca por
encima del ruido de fondo, se sefiala el nimero de ciclos necesarios para alcanzar la linea umbral, Ct. (Figura
adaptada de Kubista, et al., 2006).

La velocidad con la que cada reaccidn llega a la fase exponencial depende de la cantidad de ADN
inicial. La diferencia en la cantidad de ADN se cuantifica comparando el numero de ciclos de
amplificacion necesarios para que las muestras logren alcanzar un valor umbral de fluorescencia,
mas conocido en inglés como threshold. Este valor debe colocarse en la regién donde el
producto de PCR presenta un crecimiento exponencial (Dorak, 2007). El numero de ciclos
necesarios para alcanzar este valor umbral se denomina Ct. El valor Ct estd inversamente

correlacionado al logaritmo del nimero inicial de copias de ADN.

Esta metodologia requiere de la realizacién de una curva estandar (Figura 1.7.2) en la cual se
utilizan concentraciones iniciales conocidas del ADN de interés, en general se utilizan diluciones
sucesivas al décimo para realizar la curva. Se grafican los valores de Ct obtenidos para dichas
muestras en funcién del logaritmo de la concentracién inicial de ADN (No). Los datos se ajustan
a la ecuacién Ct= K * log (No) + Ctl. A partir de esta curva se puede calcular la eficiencia de la
reaccion (Kubista, et al., 2006). En la reaccidn ideal con 100% de eficiencia se lograrian obtener
en la fase exponencial dos moléculas de ADN a partir de una molécula. La eficiencia de la
reaccion se calcula utilizando el valor de la pendiente de la curva estdndar mediante la ecuacion
Eficiencia = [10"*/¥]-1, siendo k la pendiente de la curva. La eficiencia de la reaccién debe estar

entre 0.90-1.00, lo cual corresponde a valores en la pendiente entre 3.1 y 3.6. A su vez es
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importante observar el coeficiente de correlacion (R?) ya que este pardmetro muestra cdmo se

ajustan los datos con el modelo lineal, valores cercanos a 1 muestran un mejor ajuste (Dorak,

2007).
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Figura 1.7.2.- Curva estandar obtenida de un ensayo de PCR en tiempo real utilizando diluciones seriadas al décimo
de ADN genémico de P. expansum. La eficiencia de la reaccidn fue de 99.7% y su R? de 0.984 (Tannous, et al., 2015).

Otro parametro importante que permite determinar la curva estandar es el rango dindmico, este
rango corresponde a las cantidades de ADN de concentracién conocida cuyo logaritmo tiene una
relacion lineal con el valor de Ct calculado para las mismas (Dorak, 2007). La curva estandar
permite cuantificar ADN de muestras de concentracién desconocida. Obteniendo el valor de Ct
de las mismas mediante PCR en tiempo real se interpola en la curva estandar dicho valor, para
asi obtener la cantidad de ADN de la muestra, siendo esto posible si los valores de Ct obtenidos
se encuentran dentro del rango dindmico. Sélo se podran conocer cantidades de ADN que

pertenezcan a este rango, ya que sdlo estos valores se van a ajustar a la ecuacién de la curva.

En general el ADN utilizado en las diluciones para construir la curva estandar es ADN extraido de
micelio puro. En cambio, muchas veces el ADN que se desea cuantificar es extraido de diferentes
sustratos, como alimentos. En estos casos es importante considerar que las diferentes matrices
de donde se extraiga el ADN pueden tener sustancias inhibitorias que reduzcan la eficiencia de
la PCR. En estos casos es necesario utilizar un protocolo adecuado de extraccidon de ADN, y en
caso de que se detecten interferencias en la reaccidn de amplificacién pueden realizarse
diluciones de forma de disminuir la concentracion de las sustancias inhibitorias, eliminando o

minimizando asi el efecto de la matriz (Cankar, et al., 2006, Branquinho, et al., 2012).

Para visualizar el producto de la reaccién se utilizan compuestos fluorescentes que pueden ser
sondas que hibridan con una secuencia especifica de ADN o marcadores no especificos como

intercalantes de ADN. El ejemplo mas utilizado de los primeros son las sondas Tagman, mientras
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qgue un ejemplo de los segundos es el SYBR® Green (Gil-Serna, et al., 2009). Esta ultima es una
molécula que se une sélo al ADN doble hebra emitiendo fluorescencia. La fluorescencia emitida
es proporcional a la cantidad de ADN doble hebra. La desventaja que presenta este método de
deteccidén de ADN es que no es especifico de una secuencia como sucede con la deteccién por
sondas como Tagman. Por esta razon el diseiio de primers especificos para la secuencia de ADN
blanco que se quiere amplificar es fundamental (Dorak, 2007). A su vez, es importante conocer
las caracteristicas de los primers a utilizar, ya que la formacién de dimeros de primers generara
fluorescencia por unién del SYBR® Green a dichas estructuras doble hebra. Para conocer si sélo
hubo amplificacion de un producto sin interferencia de dimeros de primers se realizan las curvas
de melting al finalizar la reaccion de PCR. La curva de melting se realiza aumentando la
temperatura del producto de PCR obtenido de forma de separar las hebras de ADN para que se
libere el SYBR® Green, de esta forma a medida que se abren las hebras va disminuyendo la
fluorescencia emitida. La curva de melting, es el opuesto de la derivada de la intensidad de
fluorescencia en funcidon de la temperatura (Figura 1.7.3). El pico de la curva indica la

temperatura de melting del producto de amplificacion (Dorak, 2007).

-(dF/dT)

Dimerjo de primers

|

Temperatura de Melting (2C)

Figura 1.7.3- Curva de melting. Se distingue entre el producto especifico de PCR y el producto no especifico (dimero

de primers) (Dorak, 2007).
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1.8- Analisis sensorial para determinacion de vida Util

El uso de estrategias para prolongar la vida util de los alimentos, tales como las descritas
anteriormente en el item 1.4, permite obtener productos con caracteristicas microbioldgicas
adecuadas por un periodo de tiempo relativamente largo. En estos casos pueden ocurrir
cambios sensoriales perceptibles antes de percibirse el crecimiento fungico. Estos cambios son
percibidos negativamente y generan rechazo por parte de los consumidores por lo tanto serdn
los determinantes de la vida atil del producto. En estas situaciones los estudios de evaluacidn
sensorial se utilizan para determinar la percepcién que los consumidores tienen del producto y

por ende su vida util (Manzocco & Lagazio, 2009).

Los ensayos de vida uatil consisten en la evaluacidon de las caracteristicas sensoriales de un
conjunto de muestras almacenadas a diferentes tiempos hasta que se alcanza un deterioro
considerable en sus caracteristicas sensoriales (Bishop & White, 1986). Se han descrito dos
estrategias de almacenamiento y evaluacidn de productos para ensayos de vida util sensorial,
las mismas son el disefio de almacenamiento basico y el disefio de almacenamiento reverso

(Hough, 2010).

El disefio basico es el enfoque mas comun y simple para realizar un ensayo de vida util (Hough,
2010). El mismo consiste en almacenar un solo lote del producto en condiciones normales y
evaluarlo a diferentes tiempos de almacenamiento (Lawless & Heymann, 2010). Aunque este
método es el mds comun no es el mas eficiente, ya que se deben realizar un nimero de ensayos
equivalente a los diferentes tiempos de almacenamiento que se quieran evaluar, por lo cual si
se considera la participacion de entre 50 y 100 consumidores en los ensayos esto eleva el costo
total del experimento. A su vez, para cada tiempo suelen realizarse ademds de las evaluaciones
sensoriales, analisis fisicoquimicos del producto. Otra desventaja que presenta este disefio es
que en los diferentes ensayos el panel de jueces o los consumidores cambien su criterio de

evaluacidon (Giménez, et al., 2012).

El otro tipo de disefio para realizar ensayos sensoriales de vida util es el disefio de
almacenamiento reverso, el cual consiste en evaluar en un solo ensayo muestras con diferente
tiempo de almacenamiento que pertenecen a diferentes lotes, eliminando las desventajas que
presenta el disefio basico (Hough, 2010). La principal ventaja del disefio reverso es que todas las
muestras se evalian el mismo dia, lo cual minimiza el tiempo, el esfuerzo y los recursos

necesarios para realizar el experimento (Giménez, et al., 2012).
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Una vez definido el disefio para almacenar y evaluar los productos, se selecciona el método para
monitorear la calidad sensorial del producto para poder determinar su vida util, para lo cual es

fundamental determinar la percepcién del consumidor.

1.8.1- Pruebas para evaluar la percepcion del consumidor

La percepcidn del consumidor puede evaluarse mediante diferentes metodologias. Una de las
metodologias mas utilizadas con consumidores son las pruebas afectivas o heddnicas que tienen
como objetivo cuantificar cuanto gusta o disgusta un producto (Lawless & Heymann, 2010).
Dentro de esta metodologia se encuentran las pruebas de aceptacién, las cuales se realizan
utilizando escalas que cuantifican el grado de gusto o disgusto de diferentes muestras. La
metodologia mas utilizada requiere la utilizacién de una escala heddnica de 9 puntos (Figura
1.8.1), la cual es facil de utilizar e implementar en las pruebas sensoriales (Lawless & Heymann,

2010).

¢ Cuanto le gusta este bizcochuelo para consumirlo en Ia situacion que se le planted al comienzo del estudio?

Medsgusta Nimegusan Megusta
mucho me disgusta mucho

Figura 1.8.1- Escala heddnica estructurada de 9 puntos

En los casos en los que resulta de interés estudiar la percepcidn sensorial de los consumidores
pueden utilizarse ademas preguntas “Marque todo lo que corresponda” (CATA). Esta técnica es
una de las metodologias mas simples para la caracterizacion sensorial, la cual se ha utilizado en
estudios con consumidores para evaluar qué caracteristicas sensoriales perciben en los
alimentos (Ares & Jaeger, 2015). Las preguntas CATA son preguntas multiple opcidn, donde se
presenta una lista de palabras o frases y se le pide a los participantes que seleccionen todas las
opciones que consideren apropiadas (Ares & Jaeger, 2015). Cuando se utiliza este tipo de técnica
con los consumidores, se les presenta a los mismos un grupo de muestras, se les pide que las
prueben y que contesten una pregunta CATA seleccionando cada uno de los términos que
consideren apropiados para describir a las mismas, pudiendo seleccionar tantos atributos como
sea necesario. La lista de palabras o frases puede estar conformada por atributos sensoriales del

producto o puede incluir también términos heddnicos (Ares & Jaeger, 2015). Es importante que
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los términos de la pregunta CATA sean facil de comprender para el consumidor y que formen
parte de los términos de uso comun para describir productos. Un ejemplo de preguntas CATA
se muestra en la Figura 1.8.2. La principal ventaja que tiene este método es que no limita a los
participantes a seleccionar una Unica respuesta, los mismos no se ven forzados a evaluar
atributos especificos (Smyth, et al., 2006). El nimero necesario de integrantes para realizar una

caracterizacién sensorial utilizando preguntas CATA es entre 50 y 100 (Ares, et al., 2010).

Esta metodologia insume poco tiempo, es facil de realizar y no resulta tediosa para el
consumidor (Ares, et al., 2015). Ademds autores como Ares, et al. (2010); Bruzzone, et al. (2012)
observaron que la respuesta de los consumidores evaluando caracteristicas sensoriales de
alimentos era similar a la informacidn obtenida utilizando un analisis descriptivo con un panel

entrenado.

Marque todos las palabras gue considere adecuadas para describir este bizcochuelo, considerando la situacion
que se le planted al comienzo del estudio:

(] [m] (]
Suave Areada Liviana
(] (m] (]
Se desmiga Esponjosa Sabor extrafio
] 0 ]
Blanda Seca Humeda
(] (m] (m]
Sabor anaranja Dura Sabor a Imaén
] (] (]
Sabor a vainilla Desabrida Dulce

Figura 1.8.2 - Pregunta CATA para bizcochuelos

1.8.2-Estadistica de supervivencia

Para realizar evaluaciones de vida util es necesario determinar un criterio de fallo o un punto de
corte, el cual corresponde al maximo deterioro aceptable del producto. La vida util se estima
como el tiempo de almacenamiento en el cual el producto llega a ese nivel de deterioro,
previamente determinado. Se han utilizado diferentes criterios de fallo: el aumento o el
descenso en la intensidad de un atributo sensorial; vida util definida como el tiempo necesario
para alcanzar una calidad indeseable del producto; diferencia apreciable definida como el

tiempo necesario para distinguir el producto evaluado del producto fresco; diferencias
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significativas obtenidas de un andlisis descriptivo con el producto fresco; determinar el tiempo
de fracaso correlacionando informacion analitica y afectiva; el rechazo del consumidor a la

compra del producto (Giménez, et al., 2012).

Este ultimo criterio, el rechazo del consumidor, fue el que se utilizé en el presente trabajo como
criterio de fallo o punto de corte. La vida util se estimd como el tiempo de almacenamiento en
el cual el producto es rechazado por el consumidor (Giménez, et al., 2012). Para estimar la vida
atil utilizando el criterio anteriormente mencionado se puede utilizar el analisis de
supervivencia. Este analisis consiste en un conjunto de procedimientos estadisticos que se
aplican para el analisis del tiempo hasta que un hecho relevante ocurre, es muy utilizado en
estudios clinicos. Cuando se aplica a estudios de vida util, esta metodologia se basa en
determinar la vida util segun la probabilidad de que el consumidor rechace el producto, mas que

en el deterioro del mismo (Hough, et al., 2003, Giménez, et al., 2012).

Cuando se utiliza el andlisis de supervivencia, se les presentan a los consumidores las muestras
con diferentes tiempos de almacenamiento y se les pide que respondan si o no a la pregunta
“éUd. Consumiria este producto?”. Para el andlisis de datos se define una variable aleatoria T
gue significa el tiempo de almacenamiento al cual el consumidor rechaza el producto. Se define
la funcidn de supervivencia F(t) como la probabilidad de que un consumidor rechace el producto
con un tiempo de almacenamiento menor que t, siendo F(t) = P(T< t). La funcion de
supervivencia puede estimarse con modelos paramétricos, siendo los mas utilizados las
distribuciones log normal y la distribucion de Weibull (Tabla 1.8.1). Estas distribuciones
permiten modelar el rechazo del consumidor en funcion de tiempo. Se selecciona la distribucion
gue presente mejor ajuste visual de los datos. Para estimar el tiempo de vida (til se selecciona

la probabilidad a la cual el consumidor rechaza el producto (F(t)) (Hough, et al., 2003).
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Tabla 1.8.1- Modelos paramétricos log normal y Weibull (Hough, et al., 2003)

@- Distribucion de funcion normal
acumulada

Distribucién log Ky o son parametros del modelo, que se

obtienen maximizando la funcién de

S(f) =1 _(IJ(M)
o

normal
probabilidad
Ssev- €5 la funcién de supervivencia para el
extremo inferior del valor de distribucion
Distribucion de In(t) — u )
S(H=5_.( ) Ky o son parametros del modelo, que se
Weibull g obtienen maximizando la funcién de
probabilidad

Luego de elegir la distribucién de la funcidén de supervivencia, los parametros calculados para la
funcion de maxima probabilidad se utilizan para graficar el porcentaje de rechazo del
consumidor en funcidon del tiempo de almacenamiento del producto. Para estimar la vida util se
debe elegir un porcentaje de rechazo del consumidor (F(t)). Investigadores como Cardelli y
Labuza (2001) utilizaron un 50% de rechazo para estimar la vida util de café, mientras que
Hough, et al. (2003) utiliz6 el mismo criterio para estimar la vida util de yogurt. Ares, et al. (2006),
Gambaro, et al. (2006), Giménez, et al. (2007) utilizaron el criterio de 25% de rechazo para
estimar la vida util de productos panificados. El utilizar un criterio de 25% de rechazo significa
que si un consumidor prueba el producto al tiempo en el cual se definié su vida util o
vencimiento hay un 25% de probabilidad que lo rechace y otro 75% que lo considere aun

aceptable.
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Objetivos

Objetivo general

Combinar estrategias para minimizar el biodeterioro flungico de bizcochuelos almacenados a

temperatura ambiente de forma de obtener una vida ttil no menor a 3 semanas.

Objetivos especificos

e Determinar la vida util del producto almacenado en aire.

e Aislar e identificar los principales hongos causantes del biodeterioro.

e Determinar la capacidad micotoxigénica y la sensibilidad a crecer en atmodsfera
modificada de los hongos aislados.

e Seleccionar la especie flungica aislada con mayor frecuencia, para realizar ensayos de
crecimiento utilizando diferentes estrategias de conservacion.

e Desarrollar un método de PCR en tiempo real para cuantificar el crecimiento de la
especie seleccionada en los bizcochuelos en ensayos de inhibicion.

e Optimizar las condiciones de produccién y almacenamiento de los bizcochuelos para
inhibir el crecimiento del hongo seleccionado, minimizando el agregado de aditivos
quimicos al producto.

e Determinar sensorialmente la vida util de los bizcochuelos producidos y almacenados

en las condiciones previamente optimizadas.
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Estrategia

Para este trabajo se contd con el apoyo de una empresa nacional que proporciond los

bizcochuelos para cada etapa del estudio.

Se realizé el aislamiento de los hongos causantes del biodeterioro en bizcochuelos envasados
en presencia de aire y almacenados a temperatura ambiente. Una vez identificados los hongos
por secuenciacién de la regidn ITS1-ITS2 y una region del gen que codifica para la beta tubulina,
se evalud la capacidad de los mismos de crecer en atmdsfera modificada (ATM). Se estudid,
entonces el efecto de diferentes factores sobre el crecimiento de aislamientos de la especie
flingica obtenida con mayor frecuencia (Penicillium crustosum), la cual es reconocida por su

capacidad potencial de producir micotoxinas.

En primer lugar, para cinco aislamientos de P. crustosum se estudié el efecto del pH y el agregado
de conservantes sobre su crecimiento. De los resultados obtenidos se selecciond la cepa P.
crustosum MG la cual presentd una inhibicién intermedia en presencia de conservantes a pH 7
(pH del bizcochuelo). Se utilizd esta cepa para estudiar el efecto combinado de conservante a
pH 7 y el envasado en ATM sobre su crecimiento. A su vez, se estudid sobre la misma cepa el
efecto inhibidor de diferentes actividades de agua, combinando también el uso de esta

estrategia con el envasado en ATM.

Conociendo el efecto de las variables ensayadas sobre el crecimiento de P. crustosum en medio
de cultivo, se estudiaron las mismas variables pero en el sustrato bizcochuelo. Para esto se
realizd un disefio factorial analizando cuatro variables con dos niveles cada una e incluyendo 3
repeticiones de los puntos centrales. Las variables estudiadas fueron el pH, la adicion de sorbato
de potasio, la atmédsfera de envasado y el tiempo de almacenamiento. La actividad de agua no
fue incluida como variable en el factorial, ya que su variacidon implicaria cambios importantes en
la mezcla de preparacion. La respuesta medida en el disefio factorial fue el crecimiento de
Penicillium crustosum en los diferentes tratamientos, el cual se midié como la cantidad de ADN
de P. crustosum cuantificada por PCR en tiempo real. Para ello se desarrollé una metodologia de
PCR en tiempo real disefiando primers especificos dirigidos al gen de la beta tubulina de P.

crustosum, utilizando una cepa de P. crustosum de coleccién NRRL 968.

Finalmente se determind la capacidad de P. crustosum de producir la micotoxina penitrem A en

los bizcochuelos.

Una vez seleccionadas las mejores condiciones de envasado, se realizé un estudio de evaluaciéon
sensorial con consumidores en las condiciones establecidas para estimar el tiempo de vida

sensorial de este producto.
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Materiales v métodos

4.1- Muestreo y analisis de bizcochuelos almacenados en aire

4.1.1-Muestreo y envasado de los bizcochuelos

En el presente estudio se utilizaron bizcochuelos, los cuales se prepararon a partir de una
premezcla comercial (Fleischmann, Montevideo, Uruguay), sin conservantes, elaborada a partir
de harina de trigo enriquecida con hierro y acido félico, azucar, leche descremada en polvo,
maltodextrina, leudantes quimicos (INS 500ii: bicarbonato de sodio, 450iii: pirofosfato de sodio,
341iii: trifosfato de calcio) y estabilizantes (INS 472b: ésteres (mono y di) de glicerol con acidos
grasos y acido lactico, 471: mono y diglicéridos de acidos grasos, 415: goma xantano o xantanica).
Para la preparacién también se utilizdé huevo liquido pausterizado (Prodhin, Montevideo,
Uruguay) y agua corriente, en las cantidades especificadas por el fabricante de la premezcla. Los
bizcochuelos se prepararon y hornearon en un establecimiento comercial habilitado para
simular condiciones de produccion reales. Las condiciones de preparacion fueron: batido de 4

minutos y horneado de 35 minutos a 190°C.

Las muestras para este estudio se tomaron de 5 lotes producidos en diferentes dias. De cada
lote se tomaron al azar 3 bizcochuelos, los cuales se envasaron en aire y se almacenaron a 25°C.
El envasado se realizé en bolsas Cryovac T7335B coextruidas con nylon, sellador LLDPE y barrera
EVOH. Se utilizé una envasadora profesional, la cual realizaba vacio previo a inyectar la mezcla
gaseosa a una presion de aproximadamente 1.5 bar y posteriormente realizaba el sellado por
calor (SAMMIC modelo V-410SGl). A la misma se le adaptd un filtro esterilizante de 0.2 um a la
entrada de gases. Previo al envasado se determind para cada bizcochuelo la actividad de agua
mediante Aqualab Pawkit (Decagon, Washington, USA) y el pH utilizando un electrodo de pincho
(Hanna HI 9025, electrodo FC 200, Michigan, USA). Se calculé la medida promedio de actividad

de agua y de pH.

En cada muestreo, uno de los bizcochuelos se analizé el mismo dia de envasado para conocer la
carga microbiana a tiempo cero. Los bizcochuelos restantes se almacenaron a 252C hasta que se

visualizé crecimiento fungico en la superficie.
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£4.1.2-Analisis de los bizcochuelos

Recuento de meséfilos y hongos y levaduras

Para cada bizcochuelo se tomaron 3 muestras de 10 gramos de porciones donde no se
visualizaba crecimiento fungico. Cada muestra se resuspendid en 90 mL de suero fisioldgico y se

homogenizé colocandola un minuto en un mezclador (Stomacher 400, Seward, UK).

Los recuentos del bizcochuelo a tiempo cero se realizaron mediante el método de nimero mas
probable (NMP) utilizando tres series de tres tubos. Los tubos de cada serie se inocularon con
1 mL, 0.1 mLy 0.01 mL del homogeneizado obtenido como se describid en el parrafo anterior.
Para el recuento de mesdfilos el medio de cultivo utilizado fue Tryptic Soy Broth (Difco, USA)
(TSB) y para el recuento de hongos y levaduras fue Potato Dextrose Broth (Sigma-Aldrich,

Missouri, USA) (PDB) con cloranfenicol a una concentracion de 0.17 mg/mL.

En el caso de los bizcochuelos almacenados a 252C, a los 7 y 10 dias de envasados se realizaron
recuentos en placa con siembra en superficie. Se sembraron 0.1 mL de la dilucién del
homogeneizado y dos diluciones sucesivas al décimo, en Plate Count Agar (Oxoid,
Hampshire, UK) (PCA) para el recuento de mesofilos y en Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol

Agar (Merk, Darmstadt, Alemania) (DRBCA) para el recuento de hongos y levaduras.

Los tubos de NMP vy las placas de Petri se incubaron a 282C por 72 horas. Los tubos que
presentaban turbidez se consideraron positivos. Como el homogeneizado presentaba cierta
turbidez, los tubos positivos se confirmaron mediante estriado en placa de PCA para mesdfilos
y DRBCA para hongos y levaduras. Los resultados de los recuentos se analizaron calculando el

intervalo de 95% de confianza utilizando el programa Microsoft Excel (Versién 2013).

Aislamientos de los hongos causantes del biodeterioro

Los hongos que crecieron en la superficie de los bizcochuelos almacenados se aislaron en
DRBCA. A partir de los aislamientos obtenidos se realizaron cultivos monospdricos en medio
Potato Dextrosa Agar (Oxoid, Hampshire, UK) (PDA). Los cultivos puros se guardaron en tubos

con medio PDA a 4°C.
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4.2-dentificacion de los hongos causantes del biodeterioro

Los aislamientos de los hongos causantes del deterioro, se identificaron a nivel de especie
mediante secuenciacidn de dos regiones genédmicas: la regidén ITS1-ITS2 y una regién del gen que

codifica para la beta tubulina.

4.2.1-Extraccion de ADN

Cada aislamiento se inoculé en medio Yeast Extract Sucrose (Forsythe & Hayes, 2000) y se incubd
a 282C por tres dias. El micelio obtenido se secd en condiciones asépticas con toallas de papel
previamente esterilizadas y se molié con varilla de vidrio bajo nitrégeno liquido. La extraccion
de ADN de cada aislamiento se realizd segun protocolo 1 de extraccién de ADN (Anexo 1), a
partir de aproximadamente 20 mg de micelio molido. La concentracién aproximada de ADN
extraido de los diferentes aislamientos se estimé en el gel de agarosa 0.8% por comparacién con
la intensidad de la banda de ADN en el marcador de peso molecular 1 Kb plus DNA ladder

(Fermentas, Thermo Fisher Scientific, USA).

4.2.2-Amplificacion de region ITS2-ITS2

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador MultiGene Mini Personal TC020-24
(Labnet International Inc., New Jersey, USA) en un volumen de 25 plL conteniendo 2.5 plL de
buffer 10X, 2.5 pL de solucién de dNTPs 2 mM, 2.5 pL de soluciéon de MgCl, 50 mM, 1 plL de
primer ITS1 de concentracidon 25 uM, 1 plL de primer ITS4 de concentracion 25 uM, 14.4 ulL de
agua MiliQ estéril, 0.1 pL de la enzima Taq 5 U/uL (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, USA) y
1 uL de ADN de concentracion 7 ng/uL obtenido segin 4.2.1. El ciclo de amplificacion consistio
en un paso inicial de desnaturalizacién por 5 minutos a 952C, seguido por 35 ciclos, cada uno de
1 minuto de desnaturalizacion a 949C, 2 minutos de hibridacién a 552C y 2 minutos de extension
a 729C, finalizando con un paso de extension de 10 minutos a 722C. La amplificacién se verificd
por electroforesis en gel de 0.8% de agarosa, utilizando como revelador el intercalante de ADN
Gel Red (Biotium, California, USA). Se utilizé el marcador de peso molecular 1 Kb plus DNA ladder

(Fermentas, Thermo Fisher Scientific, USA).
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4.2.3-Amplificacion de la region de beta tubulina

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador MultiGene Mini Personal TC020-24
(Labnet International Inc., New Jersey, USA) en un volumen de 25 uL conteniendo 2.5 uL de
buffer 10X, 2.5 uL de solucién de dNTPs 2 mM, 2.5 pL de solucion de MgCl, 50 mM, 1 uL de
primer Bt-T2m-Up (de JONG, et al., 2001) de concentracién 25 uM, 1 pL de primer Bt-LEV-Lo1
(de JONG, et al., 2001) de concentracidn 25 uM, 14.4 uL de agua MiliQ estéril, 0.1 uL de la enzima
Tag 5 U/uL (Fermentas,Thermo Fisher Scientific, USA) y 1 uL de ADN de concentracion
aproximada 7 ng/uL obtenido segln 4.2.1. El ciclo de amplificacion consistié en un paso inicial
de desnaturalizacién por 3 minutos a 949C, seguido por 35 ciclos, cada uno de 1 minuto de
desnaturalizacion a 949C, 90 segundos a 60°C y 2 minutos a 729C, finalizando con un paso de
extension de 10 minutos a 722C. La amplificacion se verificé por electroforesis en gel de 0.8% de
agarosa, utilizando como revelador el intercalante de ADN Gel Red (Biotium, California, USA). Se
utilizé el marcador de peso molecular 1 Kb plus DNA ladder (Fermentas, Thermo Fisher Scientific,

USA).

4.2.4- Secuenciacion y analisis de secuencias

Los fragmentos de ADN obtenidos por PCR, fueron purificados y secuenciados por Macrogen Inc.
(Seoul, Korea). Una vez obtenidas las secuencias, las mismas se analizaron por comparacion en

base de datos del GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/), aplicando el algoritmo BLAST. A su

vez se realizd un arbol filogenético con las secuencias obtenidas de la regidn del gen de la beta
tubulina para las especies de Penicillium. Las secuencias de las cepas de coleccidén utilizadas en
el arbol se encontraban en la base de datos del GenBank. Se utiliz6 el método de Neighbor-
Joining, con 1000 replicados en la prueba de bootstrap y las distancias fueron computadas por
el método de Jukes-Cantor. El arbol filogenético se realizé utilizando el programa MEGA 6

(Tamura, et al., 2013).
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4.3-Capacidad de crecimiento en atmosfera modificada de los hongos

causantes del biodeterioro

Se determind para todos los aislamientos, la relacién entre el didmetro de crecimiento en aire 'y
en atmdsfera modificada N,:CO, 50:50. El ensayo se realizd en placas de PDA inoculadas
centralmente con un disco de micelio de los hongos en estudio. Los discos de micelio de
aproximadamente 9 mm didmetro se cortaron de placas de cultivos de 48 horas de cada hongo
en PDA, obtenidos mediante siembra incorporada de 2x10° esporas de cada cepa en 20mL de
PDA. Las suspensiones de esporas para la siembra se realizaron en suero fisiolégico con 0.1% de
Tween 80% y su concentracion se determind por recuento microscépico directo en cdmara de

Neubauer.

Las placas para estudio de influencia de la atmdsfera en el crecimiento micelial se envasaron en
bolsas Cryovac T7335B, utilizando la envasadora descrita en la seccion 4.1. El envasado se realizd
en aire y en ATM con una composicidn gaseosa N,:CO, 50:50 obtenida con la mezcla Aligal 15
(Air liguide, Montevideo, Uruguay). Luego de envasadas, las placas se incubaron a 25°C por 1
semana, determinandose el diametro de crecimiento para cada hongo en ambas condiciones
ensayadas. Los ensayos se realizaron por duplicado, determindndose el intervalo de 95% de
confianza utilizando el programa Microsoft Excel (Version 2013). En este ensayo se incluyeron

las cepas de coleccidn, P. crustosum (NRRL 968) y Aspergillus flavus (NRRL 1957).

La concentracion inicial de oxigeno presente en ATM se midié para placas sin inocular mediante

un analizador de gases Servomex 1400 Food Package Analyser 1450.

4.4-Estudio del efecto de diferentes variables en el crecimiento de

Penicillium crustosum en medio de cultivo

4.4.1-Efecto del agregado de conservante a diferentes pHs

Se evalud la capacidad de crecimiento en placa de 5 cepas de P. crustosum aisladas de los
bizcochuelos utilizando el medio de cultivo Yeast Nitrogen Base (Difco, USA) (YNB) con 1% de
glucosa y 1.5% de agar (YNBGA), en ausencia y presencia de 1000 ppm de sorbato de potasio a
pH=5 y pH=7. La solucion de conservante se esterilizd por filtracidn, con filtro de 0.2 um vy se

agrego al medio de cultivo estéril. Las placas de YNBGA se inocularon con disco de micelio de P.

29



Materiales v métodos

crustosum, obtenidos como se describié en 4.3. Las placas inoculadas se incubaron a 259C por 1
semana, determinandose el didmetro de la colonia obtenida en cada caso. Los ensayos se
realizaron por duplicado. A los resultados se les realizd un analisis de varianza (ANOVA),
utilizando posteriormente el test de Tukey para comparar los valores de las medias,
considerando 0.05 como nivel de significacion El analisis de los datos se realizé en el programa

InfoStat (Di Rienzo J.A,, et al., 2008).

4.4.2-Efecto del agregado de conservante a pH 7y envasado en ATM

Este ensayo se realizd con la cepa de P. crustosum MG. Como en el caso anterior (4.4.1), el
presente ensayo se realizd en placas de YNBGA utilizando el conservante sorbato de potasio a
concentraciones de 0, 500 y 1000 ppm a pH 7. Las placas se inocularon con discos de micelio de
P. crustosum MG como fue descrito anteriormente (4.3). Las placas inoculadas se envasaron en
bolsas Cryovac T7335B, las mismas que fueron utilizadas para envasar los bizcochuelos en la
seccion 4.1.1. Para generar la atmésfera modificada se utilizé la mezcla de gases Aligal 15 de
composicion N,:CO, 50:50, utilizandose para el envasado la envasadora profesional con

inyeccién de gas utilizada en la seccion 4.1.1.

Las placas envasadas se incubaron por una semana a 252C, determinandose el diametro de
crecimiento de la colonia luego de la incubacion. Los ensayos se realizaron por duplicado,

calculandose el intervalo de 95% de confianza en el programa Microsoft Excel (Versidon 2013).

4.4.3- Efecto de la actividad de agua

Se evalué la capacidad de crecimiento de P. crustosum MG de crecer a diferentes actividades de
agua (aw). Se realizé un ensayo en placa utilizando el medio YNBGA a diferentes actividades de
agua (aw), ajustadas por el agregado de glicerol al medio de cultivo (Guynot et al., 2003). Para
lograr actividades de agua de 0.77, 0.84 y 0.91 fue necesario incorporar 51.4 g, 41 gy 28 g de
glicerol en 100 mL de medio respectivamente. El glicerol se incorpord en forma de solucion la
cual fue esterilizada independientemente del medio de cultivo. El pH del medio se ajusté a 7
mediante el agregado de aproximadamente 160 plL de una solucién de NaOH 2 M. También se
ajustd el pH del medio YNBGA, al cual no se le agregd glicerol mediante la adicion de

aproximadamente 100 pL de la misma solucién de NaOH.

Las placas de YNBGA con diferente a, se inocularon con disco de micelio de Penicillium

crustosum MG como se describié anteriormente en 4.3. Se envasaron en bolsas Cryovac T7335B
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en aire y en ATM con una composicion gaseosa N»:CO, 50:50 en las condiciones ya descritas.
Posteriormente se incubaron a 25°C por 1 semana. Se determiné el didmetro de crecimiento
micelial para las diferentes aw. Los ensayos se realizaron por duplicado, calculando para los

mismos el intervalo de 95% de confianza.

4.5- Estudio de diferentes variables en el crecimiento de Penicillium

crustosum en bizcochuelo

Con el objetivo de estudiar el efecto de las diferentes variables en el crecimiento de P. crustosum
en los bizcochuelos se realizdé un disefio factorial con tres repeticiones de los puntos centrales,
utilizando el programa Design Expert 7.0.0. (Stat-Ease, Inc, USA). Se prepararon bizcochuelos de
diferente composicién, envasados en dos condiciones. Las distintas formulaciones se realizaron de
acuerdo a 16 combinaciones de cuatro variables, con dos niveles cada una. Se utilizaron tres
variables cuantitativas (pH, concentracién de conservador sorbato de potasio y tiempo de
almacenamiento) y una cualitativa (atmodsfera de envasado). El ensayo incluyé también 3
repeticiones de los puntos centrales (6 en total) en ambas condiciones de envasado, con lo cual se
totalizaron 22 tratamientos. Los niveles ensayados de cada variable y los correspondientes a los
puntos centrales se muestran en la tabla 4.5.1. Todos los bizcochuelos se inocularon con P.
crustosum NRRL 968 previo al envasado. Como respuesta se cuantificéd en cada caso el crecimiento

fungico mediante PCR en tiempo real.

Tabla 4.5.1.- Variables y sus respectivos valores ensayados en el disefio factorial

Variables Niveles Puntos centrales

pH 5.5-6.5 6.0
Variables Concentracion de sorbato de
0 ppm — 1000 ppm 500 ppm
cuantitativas potasio

Tiempo de almacenamiento 5 dias — 15 dias 10 dias

Variable Aire / ATM N;:CO, Aire / ATM N,:CO,
Envasado

cualitativa 50:50 50:50
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4.5.1-Preparacion de los bizcochuelos

Se hornearon bizcochuelos de 7 cm de diametro de 40 gramos cada uno, que contenian los
mismos ingredientes que los bizcochuelos de 22 cm utilizadas anteriormente en este trabajo y
en la misma proporcidn. Se realizaron tres mezclas diferentes, una sin conservador, una con 500
ppm y otra con 1000 ppm de sorbato de potasio, a las cuales posteriormente se les ajusté el pH.
Para lograr la concentracién adecuada de conservante se agregaron diferentes volimenes de
una solucién de 12.1% de sorbato de potasio y para ajustar el pH se utilizdé una solucién de acido
citrico de concentracion 0.3 g/mL (Marin, et al. 2002). El pH inicial de la masa de los bizcochuelos

era de 6.5.

Una vez realizadas las diferentes mezclas segun indicaban los tratamientos en el disefio, se
hornearon los bizcochuelos 15 minutos a 1802C. Posteriormente se dejaron a temperatura

ambiente por 12horas.

4.5.2-Tratamiento y envasado

Los bizcochuelos se colocaron en flujo laminar con luz UV por una hora, para eliminar los
contaminantes de la superficie. Posteriormente se inocularon en forma puntual en el centro de
cada bizcocochuelo, con 0.1 mL de una suspensién de conidias de P. crustosum NRRL 968 de
concentracion 1x107 conidias/mL. Se apartaron dos bizcochuelos por tratamiento (sin inocular)
para medir su pH y actividad de agua. El envasado se realizé en las condiciones descritas en 4.3
en presencia de aire o ATM segln correspondiera. Los bizcochuelos envasadas se incubaron a

252C por 5, 10 y 15 dias segun el caso.

4.5.3-Analisis de los bizcochuelos

Una vez cumplido el tiempo de incubacidon que indicaba el tratamiento se llevd a cabo la
extraccién de ADN para cuantificar el crecimiento de P. crustosum. En una primera instancia se
realizé una suspension del bizcochuelo de 7 cm de didmetro en 400 mL de agua con 0.1% Tween
80%, la cual se homogeneizé 1 minuto en un mezclador (Stomacher 400, Seward, UK). A partir
de 0.2 mL de la suspensidn obtenida se realizé la extraccion de ADN, por duplicado segun el

protocolo 2 de extraccion de ADN (Anexo 2).

La cuantificacion de ADN de P. crustosum se realizé por PCR en tiempo real. Este método se puso
a punto en el presente trabajo y para el mismo se disefiaron primers especificos. El mismo se

describe en la seccion 4.7.
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4.5.4-Analisis de los datos

Se realizé un analisis de varianza para conocer la significancia del modelo y las variables
significativas en el crecimiento de P. crustosum. Por medio de un grafico de Pareto se observé
el grado de significancia de las diferentes variables. A su vez, se analizaron las interacciones
entre las variables y su significancia en el crecimiento del hongo en estudio. Se utilizd el

programa Design Expert 7.0.0. (Stat-Ease, Inc, USA) para realizar el analisis de datos.

4.6- Crecimiento de P. crustosum en bizcochuelos envasados en ATM y en

AIRE

Se hornearon bizcochuelos de 7 cm como se explicd anteriormente en la seccion 4.5.1. En este
caso los bizcochuelos tenian la misma composicién que los bizcochuelos analizados en la seccion
4.1.1. El tratamiento, el inéculo y la forma de envasado se realizé como se describié en 4.5.2,
utilizando una ATM N,:CO, 50:50. Los bizcochuelos envasados en ATM se almacenaron a 25°C,
mientras que las bizcochuelos envasados en AIRE lo hicieron a 42C. La concentraciéon de ADN de
P. crustosum NRRL 968 se midié a los 4, 10, 16 ,23 y 30 dias de envasado. La cuantificacién de

ADN se realizé por PCR en tiempo real, segun el método descrito en la seccion 4.7.

4.7- PCR en tiempo real para la cuantificacion de crecimiento de Penicillium

crustosum en bizcochuelo.

Con el fin de cuantificar el crecimiento de P. crustosum en bizcochuelos se desarrollé una
metodologia de PCR en tiempo real. Para la misma se disefiaron primers especificos y se
pusieron a punto las condiciones del ciclo de amplificacién. Para las condiciones seleccionadas
se realizd una curva estandar a partir de ADN extraido de una cepa de coleccion de P. crustosum
NRRL 968, se determind la linealidad, el rango dindmico, el limite de deteccidn y la eficiencia del

método. Por ultimo se estudio el efecto de la matriz bizcochuelo en el método desarrollado.
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4.7.1-Disefio de primers especificos

Como primer paso se realizé la blisqueda de secuencias de diferentes especies de Penicillium
que presentaran homologia (mayor o igual a 93% ) a la secuencia del gen de la beta tubulina de
la cepa tipo de P. crustosum IMI 091917 (AF003538) aplicando el algoritmo BLAST en la base de

datos del Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Utilizando el programa AllelelD 7.7®

(PREMIER Biosoft International, California, USA) se alinearon las secuencias seleccionadas
anteriormente y se buscaron segmentos diferenciales entre las mismas y la secuencia de P.
crustosum IMI 091917 de forma de generar primers especificos para dicha especie. Dentro de
las opciones generadas por el programa se seleccionaron dos juegos de primers con las
siguientes caracteristicas: tamafio préximo a las 20 pb, Tm alrededor de los 60°C, contenido de
bases GC aproximado a 50%, menor nimero de bases conservadas con respecto a la secuencias
que presentaron homologia con P. crustosum en los extremos 3’, valores de AG superiores a -4
para las reacciones de formacion de homodimeros, horquillas y heterodimeros. También se tuvo
en cuenta que el tamafio del producto de amplificacion obtenido con los diferentes pares de
primers fuese de alrededor de 100pb. A su vez, el mismo programa realizo el algoritmo BLAST
para comparar los primers obtenidos con la base de datos del GenBank, de modo de corroborar
la especificidad de los mismos. Los primers seleccionados fueron sintetizados por Macrogen Inc.

(Seoul, Korea).

Para ambos juegos de primers se determind la maxima temperatura de hibridacién que
permitiera lograr amplificacion a partir de ADN de la cepa Penicillium crustosum NRRL 968,
mediante PCR de tiempo final en un termociclador Corbett CG1_96 (Corbett Research, UK) con
gradiente de temperatura. Se probd un rango de temperaturas entre 502C y 602C, establecido
en base a la Tm de los primers disefiados y se selecciond la maxima temperatura a la cual se

obtuvo amplificacion.

4.7.2-Condiciones de amplificacion en PCR en tiempo real

Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron en un termociclador Rotor Gene 6000 (Qiagen,
Venlo, Holanda) en un volumen de 10 pL conteniendo 5 plL de la mezcla Rotor-Gene™ SYBR®
Green PCR Master Mix (Qiagen, Venlo, Holanda), 0.5 pL de cada primer de concentracion 25 uM,
3 uL de agua MiliQ estéril y 1 uL de ADN. El ciclo de amplificacidn consistié en un paso inicial de
desnaturalizacion por 5 minutos a 952C, seguido por 35 ciclos de dos pasos: uno de 10 segundos
de desnaturalizacion a 952C y otro de hibridacién-extensién de 20 segundos a 60°C.

Posteriormente se realizé una curva de melting entre 682C y 982C. En base a los resultados
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obtenidos, se selecciond el par de primers con el cual se obtuvo el mayor valor de ciclo umbral

para los blancos.

4.7.3-Curva estandar

Para la construccion de la curva estandar se realizaron diluciones seriadas en base 10 de ADN
extraido de micelio de P. crustosum NRRL 968 (extraccion de ADN seguin 4.2.1). La concentracion
de ADN inicial se determind con el kit de fluorescencia Quant-iT ds DNA (Invitrogen, California,
USA) en un fluorimetro Qubit (Invitrogen, California, USA). Se utilizaron las condiciones de
amplificacion mencionadas anteriormente en 4.7.2. Las amplificaciones de cada dilucidn se
realizaron por duplicado, determinandose el ciclo umbral en cada caso. El anélisis de los datos
se realizd en el software Rotor-Gene 6000 (Qiagen, Venlo, Holanda). Se graficaron los Ct para
cada diluciéon en funcién del logaritmo de la concentracion, se determind la linealidad de la curva
mediante regresion lineal y se utilizd la pendiente de la misma para determinar la eficiencia de
la reaccién segln la ecuacién: Eficiencia=[10"/Pendiente]_1 (Dorak, 2007). En la zona lineal se

definié el limite de deteccidn y el rango dinamico.

4.7.4-Estudio de especificidad de los primers disefiados para P. crustosum

Para estudiar la especificidad de los primers disefados se buscaron las especies del género
Pencillium que presentaban alta homologia (mayor o igual a 96% de identidad) en la regidn de
la secuencia de la beta tubulina donde hibridan los primers con la secuencia de P. crustosum,
por lo cual se aplicé a esta ultima el algoritmo BLAST en la base de datos del Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Se realizd una reaccion de PCR en tiempo real con las condiciones descritas anteriormente para
las cepas de coleccidon Penicillium crustosum NRRL 968, Penicillium expansum NRRL 976,
Penicillium commune NRRL 894 y Pencillium chrysogenum NRRL 1951. Se utilizaron cantidades
de ADN de 4.18x10%! ng, 4.01 x10! ng, 3.39 x10?! ng y 5.50 x10? ng respectivamente,
determinadas con el kit de fluorescencia Quant-iT ds DNA (Invitrogen, California, USA) en un
fluorimetro Qubit (Invitrogen, California, USA)). Se realizaron duplicados para todos los casos.

Se compararon los valores de Ct obtenidos para los ADN correspondientes a cada especie.
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4.7.5-Analisis del efecto matriz

Se realizaron curvas estandares de ADN de P. crustosum NRRL 968 diluido en agua y en matriz.
La matriz se obtuvo a partir de la extraccion de ADN de bizcochuelos sin inocular, segun el
protocolo 2 de extraccion de ADN (Anexo 2). Cada punto de la curva se realizé por duplicado. Se
compararon los valores de Ct obtenidos para las concentraciones de ADN 5.6 ng/uL, 0.56 ng/uL,
0.056 ng/uL y 0.0056 ng/uL. Se consideran aceptables diferencias de hasta un 0.5 Ct entre el
ADN fungico diluido en agua y el mismo diluido en matriz (Cankar, et al., 2006; Community

Reference Laboratory for GM Food and Feed CRL-GMFF, 2008).

4.8-Estudio de produccion de Penitrem A

£4.8.1- Estudio en medio de cultivo

Este ensayo se realizd segln el método descrito por Filtenborg, et al. (1983) para la deteccidn
de micotoxinas por cromatografia en capa fina (CCF). Se inoculé de forma central en placas de
Petri de 60 mm, 2 pL de una suspension de 5x108 esporas/mL de las cepas P. crustosum MGy P.
crustosum NRRL 968, en medio Czapek Extracto de Levadura Agar (CYA) (Pitt & Hocking, 2009).
El indculo se realizd en agua con 0.2% de agar. Su concentracion se determind por recuento
microscopico directo en cdmara de Neubauer, por lo cual en una primera instancia se realizd la
suspensidon de esporas en Tween 80%. Posteriormente se tomd 1 mL de la suspensidn, se
centrifugd a 7000 rpm por 2 minutos, se descartd el sobrenadante y se re-suspendieron las

esporas en 1 mL de agua con 0.2% de agar.

Las placas inoculadas se incubaron por 7 dias a 252C. Posteriormente, se cortaron discos de
micelio de aproximadamente 6 mm cercanos al centro de la colonia. Los mismos se
humedecieron con la solucién de extraccion cloroformo:metanol 2:1 (vol/vol), mediante el
agregado de una gota de esta solucion sobre el micelio. La siembra en la placa de Silica (Alugram,
Duren, Alemania) se realizé presionando la cara del disco de micelio que contenia a la colonia
humedecida con la solucién de extraccidn (Filtenborg, et al., 1983). Al evaporarse el solvente de
siembra se repitié el procedimiento con otros dos discos de micelio. Como referencia se sembré
1 pL de la solucién estandar de Penitrem A (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) en metanol calidad
HPLC (Macron chemicals, México, México) de concentracién aproximada 1 mg/mL. Como fase

moévil se utilizd una mezcla hexano:acetato de etilo 6:4 (vol/vol). El revelado de la placa se realizd
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mediante el asperjado con una solucidn de AICl;20% en etanol 96% y posterior calentamiento

en estufa a 1202C por 5 minutos. La toxina se observé de color azul a la luz natural.

£4.8.2- Estudio en bizcochuelos

Este ensayo se realizd segun una adaptacién del método descrito anteriormente. Se cortaron
trozos de bizcochuelo de 13 g y se colocaron en flujo laminar con luz UV por 30 minutos.
Posteriormente, se inoculd sobre la corteza de los mismos 2 pL de una suspensién de 5x10°
esporas/mL de las cepas P. crustosum MG y P. crustosum NRRL 968. Se utilizd la misma

suspension de esporas que en 4.8.1.

Los bizcochuelos inoculados se incubaron por 14 dias a 252C. Posteriormente, se cortaron trozos
pequefios de aproximadamente 1 g de bizcochuelo donde habia crecimiento fungico. Dos trozos
de bizcochuelos inoculados de cada hongo se apartaron para realizar el mismo tratamiento que
se realizd a los discos de micelio en 4.8.1. Por otro lado, un trozo de bizcochuelo con crecimiento
se colocé en un eppendorf de 2mL, se le agregd 300uL de la soluciéon de extraccién
cloroformo:metanol 2:1 (vol/vol) y se molié con varilla de vidrio. Esto se realizd para ambos
hongos. De esta suspension se sembraron 3 pL (de a 1 pL) en una placa de Silica. La CCF se realizd

y se reveld en las mismas condiciones que en 4.8.1.

A su vez de ambas suspensiones de 300 plL se tomaron 100 plL, los cuales se evaporaron y se re
suspendio el residuo seco en 5 pL con la solucidn de extraccidn utilizada anteriormente. De esta
solucién se sembraron 2 L (de a 1 pL) en una placa de Silica. La CCF se realizd y se reveld en las

mismas condiciones que en 4.8.1.

4.9- Analisis sensorial para determinacion de vida util

4.9.1-Muestras

Se realizaron dos ensayos independientes, los cuales difirieron en las condiciones de envasado
y almacenamiento. Los ensayos se realizaron con bizcochuelos elaborados en el mismo
establecimiento donde se realizé el muestreo (seccién 4.1). Para el Ensayo 1, los bizcochuelos
se envasaron en atmdsfera modificada N,:C0, 50:50 y se envasaron a 252C; mientras que para
el Ensayo 2 se envasaron en aire y se almacenaron a 49C. El procedimiento de envasado se

realizd como se describid anteriormente en seccion 4.3 y 4.1 respectivamente. Se consideraron
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6 puntos de muestreo, es decir 6 tiempos de almacenamiento a los cuales los bizcochuelos van
a ser evaluados. Se envasaron 4 bizcochuelos por cada punto de muestreo. Para el Ensayo 2 sélo
fue posible utilizar 4 puntos de muestreo, ya que a partir de los 26 dias se comenzaron a ver

hongos en la superficie de los bizcochuelos.

El disefio de vida util sensorial se hizo en ambos ensayos en base al disefio reverso, por lo cual
todas las muestras con diferente tiempo de almacenamiento fueron evaluadas el mismo dia. Los

tiempos de almacenamiento de cada ensayo se muestran en la tabla 4.9.1.

Tabla 4.9.1- Tiempo de almacenamiento (dias) para las diferentes muestras envasadas en ATM y en aire

Ensayo 1: Envasado en ATM (N,:CO, Ensayo 2: Envasado en aire y

50:50) y almacenado a 252C almacenado a 42C
1 1
8 8
15 15
22 22
29 e
%6

Los bizcochuelos utilizados fueron analizados microbiolégicamente el dia del ensayo. En cada
caso se determind la carga de mesofilos y de hongos y levaduras. Para ello se tomaron 10 g de
cada bizcochuelo a partir de los cuales se realizaron los recuentos en placa por siembra en

superficie, como se describid anteriormente en la seccion 4.1.2.

Se identificaron tres microorganismos meséfilos presentes en los recuentos de las bizcochuelos
envasados en ATM. La identificacion se realizé mediante caracteristicas fenotipicas observadas

en microscopio éptico, tincidn con Gram y por pruebas bioquimicas como Catalasa y Dnasa.
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A su vez, se aislo el hongo que crecio en los bizcochuelos envasados por mas de 26 dias en aire.
El mismo se identificé mediante secuenciacidn de regién ITS1-ITS2 como se explicéd en 4.2.2. El

analisis de la secuencia se realizd como en 4.2.4.

£4.9.2- Panel de consumidores

Cada ensayo se realizd con un panel de 100 consumidores, los cuales fueron integrados por
estudiantes, docentes y funcionarios reclutados de Facultad de Quimica, UdelaR. El panel de
consumidores del Ensayo 1 estuvo integrado por 74 mujeres y 26 hombres de entre 17 y 51 afios
de edad, mientras que el Ensayo 2 estuvo integrado por 76 mujeres y 24 hombres de entre 17 y

52 afios.

£4.9.3- Procedimiento experimental

Para cada ensayo, se sirvieron aproximadamente cinco gramos de bizcochuelo en bandejas de
plastico inodoras, codificadas con nimeros aleatorios de tres cifras. Los bizcochuelos se
presentaron a los consumidores en forma monddica, siguiendo un disefio de bloques completo
balanceado. Los consumidores debieron probar cada una de las muestras e indicar su
aceptabilidad en una escala heddnica estructurada de 9 puntos, con extremos en “me disgusta
mucho” (1), “ni me gusta ni me disgusta” (5) y “me gusta mucho” (9). A continuacion debieron
responder “si” o “no” a las pregunta “é Compraria este bizcochuelo para la situacion que se le
planteo al comienzo del estudio?”. Finalmente los consumidores debieron utilizar la pregunta
marque todo lo que corresponda (CATA) para describir caracteristicas sensoriales de los
bizcochuelos, seleccionando todos los atributos de una lista que consideraron adecuados para
describirlos. La pregunta estuvo compuesta por 15 atributos sensoriales, seleccionados en un
ensayo previo por evaluadores con experiencia en evaluacion sensorial, los atributos fueron:
dulce, sabor a vainilla, dura, himeda, blanda, esponjosa, liviana, suave, aireada, se desmiga,
sabor extraifio, seca, sabor a naranja, sabor a limén, desabrido. La boleta de evaluacién

presentada se muestra en el Anexo 3.

Se utilizé agua corriente filtrada como borrador entre muestras. Las evaluaciones se llevaron a
cabo en un laboratorio de evaluacidon sensorial, que fue disefiado segun la norma ISO 8589. La
evaluacion se realizé con iluminacién artificial, control de temperatura (entre 22 y 242C) y

circulacion de aire.
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£4.9.4-Analisis de datos

Los analisis de datos se realizaron el software estadistico R (R Core Team, 2013).

Aceptabilidad

En cada uno de los estudios los datos de aceptabilidad se analizaron por analisis de varianza
(ANOVA) considerando muestra como factor fijo de variacién y a los consumidores como efecto
aleatorio. Se utilizé el test de Tukey para comparar los valores de las medias, considerando como

nivel de significacidn 0.05.

Preguntas marque todo lo que corresponda (CATA)

Se calculé la frecuencia con la que los consumidores seleccionaron cada uno de los atributos
para describir cada una de las muestras de bizcochuelo. Se evaluaron diferencias significativas

entre las muestras en las frecuencias de uso de los términos utilizando el test Q de Cochran.

Determinacion de vida util

Para estimar la vida util se utilizé la metodologia de analisis de supervivencia. Se definié una
variable aleatoria T que significa el tiempo de almacenamiento al cual el consumidor rechaza el
producto. Se define la funcién de rechazo F(t) como la probabilidad de que un consumidor
rechace el producto con un tiempo de almacenamiento menor que t, siendo F(t) = P(T< t) (Hough,
et al., 2003). Se eligié una distribucion log normal para la variable T, por lo que la funcién de

rechazo que expresada de la siguiente forma:

F(©) =1-2((n(t) — p) +0)
donde O es la funcidn de distribucién normal acumulada y 1y o son pardmetros del modelo. En
ambos estudios se seleccioné la distribucion log normal para modelar el rechazo de los

consumidores, ya que esta distribucién fue la que mostrd el mejor ajuste visual de los datos

(Hough, 2010).

Los parametros del modelo (U y o) se estimaron maximizando la funcién de probabilidad, segin
el procedimiento descrito por Hough, et al. (2003), y se graficé el porcentaje de consumidores
que rechaza el producto en funcién del tiempo de almacenamiento (Giménez, et al., 2012). El
tiempo de vida util sensorial se estimé como el tiempo en el cual el 25% y 50% de los

consumidores rechazaron los bizcochuelos (Giménez et al., 2012).
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5.1- Analisis de bizcochuelos almacenadas en aire

La medida de actividad de agua promedio de los bizcochuelos fue de 0.85 + 0.02, mientras que

la medida de pH promedio fue de 7.20 + 0.08.

Los bizcochuelos mostraron crecimiento fungico visible entre los 4 y 7 dias de envasados. Se
observé variabilidad en los recuentos entre muestras tomadas del mismo bizcochuelo y de
distintos bizcochuelos en el mismo muestreo. La carga microbiana inicial determinada por NMP,
estuvo comprendida entre 23 y 93 mesdfilos/g de bizcochuelo y 9.0 y 23 hongos y levaduras /g
de bizcochuelo. Los recuentos de los bizcochuelos almacenados a 259C durante 10 dias
mostraron una carga microbiana minima del orden de 1.7x10* ufc/g y méxima de 1.6x10° ufc/g
de bizcochuelo para mesofilos, siendo la carga microbiana minima para hongos y levaduras del

orden de 1.3x10°% ufc/g y la maxima de 6.9x10° ufc/g.

5.2-ldentificacion de los hongos causantes de biodeterioro.

La identificacion de los hongos contaminantes de bizcochuelo mostré que el 80% de los
aislamientos correspondieron al género Penicillium, siendo P. crustosum la especie aislada con
mayor frecuencia (35%). También se aislaron hongos del género Aspergillus, los cuales
representaron un 15% del total. Las tres especies de Aspergillus se aislaron en la misma
proporcién. La especie Talaromyces amestolkiae, cuya forma de reproduccién asexuada es un
conidiéforo biverticilado del tipo Penicillium subgénero Biverticillum fue aislada con una

frecuencia de 5% (Figura 5.2.1).

P. crustosum
P. brevicompactum
W Talaromyces amestolkiae
B P. chrysogenum
u P. citrinum
H P.polonicum
B A. pseudoglaucus

W A. sydowii

H A. versicolor

Figura 5.2.1- Porcentaje de las distintas especies fungicas identificadas como causantes del biodeterioro en los
bizcochuelos analizados
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En el andlisis por BLAST de las secuencias de los aislamientos se logré encontrar, en todos los
casos, una similitud del 99 o 100% con secuencias depositadas en el GenBank correspondientes
a una determinada especie. Al realizar un arbol filogenético basado en secuencias del gen de la
beta tubulina para los aislamientos del género Penicillium, se corroboré el agrupamiento de los
diferentes aislamientos en clados junto a cepas de las diferentes especies cuyas secuencias se
encontraban depositadas en el GenBank. El agrupamiento conseguido corrobord los resultados

obtenidos mediante BLAST (Figura 5.2.2).
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Figura 5.2.2- Arbol filogenético para el gen de la beta tubulina de Penicillium.

Las especies de P. citrinum se encuentran a una mayor distancia filogenética que el resto de las

especies de Penicillium, ya que pertenece al subgénero Furcatum, mientras que el resto
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pertenece al subgénero Penicillium. También se observa que dentro de las especies
pertenecientes al subgénero Penicillium, las especies de P. crustosum se encuentran a una
distancia filogenética menor de las especies de P. polonicum con respecto a P. chrysogenum y P.

brevicompactum, ya que las dos primeras pertenece a la seccidn Viridicata.

5.3-Capacidad de crecimiento en atmosfera modificada de los hongos

causantes de biodeterioro

Se observd una concentracion de oxigeno remanente de 1.8% dentro del envase de placas sin

inocular envasadas en atmdsfera modificada (Tabla 5.3.1).

Tabla 5.3.1- Concentracidn de oxigeno (O2) medido en el envase de placas sin inocular.

Atmosfera de envasado 0:(%)
AIRE 20.9
N2:CO,50:50 1.8+0.1

El crecimiento en atmdsfera modificada de los hongos aislados, se expresé como porcentaje del
crecimiento en aire, por comparacién de los didmetros de las colonias obtenidas en las dos

condiciones (Figura 5.3.2).
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Figura 5.3.2- Crecimiento en atmdsfera modificada de los hongos aislados. Las barras de error representan un
intervalo de 95% de confianza.

La capacidad de crecimiento de los hongos aislados en la atmdsfera de envasado (N»:CO, 50:50)
no fue homogénea (Figura 5.3.2). Los porcentajes de maximo y minimo crecimiento en ATM
respecto al crecimiento en aire fueron del 53% (A. versicolor) y del 0% (P. brevicompactum y A.
pseudoglaucus). Para la mayoria de los aislamientos (12) el crecimiento en ATM representd
entre un 30y 40% del crecimiento en aire, mientras que en 5 de los restantes casos el porcentaje
estuvo entre el 40 y 50%. En algunos casos, se evidenciaron diferencias intraespecificas en
cuanto a la capacidad de crecimiento en ATM. En el caso de los 4 aislamientos identificados
como P. chrysogenum, dos de ellos presentaron porcentajes de crecimiento del 29% con
respecto a los controles en aire, mientras que para los otros dos aislamientos el porcentaje
alcanzado fue del 43 y 45%. A su vez, de los dos aislamientos identificados como P.
brevicompactum, uno fue incapaz de crecer en ATM, mientras que el otro evidencié un
crecimiento del 37% con respecto a su crecimiento en aire. En el caso de los aislamientos
identificados como P. crustosum (especie aislada con mayor frecuencia) no se evidenciaron
diferencias intraespecificas significativas, presentando las 7 cepas aisladas porcentajes de
crecimiento entre 32 y 40%. Con respecto al crecimiento en aire, valores similares se obtuvieron

para la cepa de coleccién P. crustosum NRRL 968 (P. crustosum C) (38%).
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5.4-Estudio del efecto de diferentes variables en el crecimiento de

Penicillium crustosum en medio de cultivo

5.4.1- Efecto del agregado de conservante a diferentes pHs

El crecimiento se expresé como porcentaje del didmetro de la colonia obtenida en presencia de
1000 ppm de sorbato de potasio a pH 5 o pH 7 con respecto a la medida del didmetro de la

colonia en ausencia de conservante al mismo pH (Figura 5.4.1).

120%
100% [
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94% e
0,
40% b 73% 2 73% ’
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! 49% !

20% a
0%
a

0%

P. crustosum P. crustosum P. crustosum P. crustosum P. crustosum
Fa F3 F42 SUP MG

Crecimiento de P. crustosum

Figura 5.4.1- Crecimiento de 5 cepas de P. crustosum aisladas de los bizcochuelos, en presencia de
1000 ppm de sorbato de potasio a pH 5 (barras rojas) y pH 7 (barras naranja). Las barras de error
representan un intervalo de 95% de confianza. Los valores de crecimiento con diferentes letras son
significativamente diferentes, calculados por el test de Tukey (a<0.05)

Las cinco cepas de P. crustosum estudiadas mostraron un comportamiento similar, presentando
un menor crecimiento en presencia de conservante a pH 5 que a pH 7. A ambos pHs se
observaron diferencias significativas en el crecimiento, observdndose que a pH 5 la cepa P.
crustosum MG presentaba un crecimiento significativamente diferente (a<0.05) al resto de las
cepas de la misma especie. Sin embargo, a pH 7, sdlo se observaron diferencias significativas
entre el crecimiento de P. crustosum F1 y P. crustosum F42. Las tres cepas restantes, P.
crustosum MG, F3 y SUP no mostraron diferencias significativas en el crecimiento entre ellas, ni

con las cepas P. crustosum F1y F42 (Figura 5.4.1).
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c.4.2- Efecto del agregado de conservante a pH 7y envasado en ATM

La combinacién de 500 ppm de sorbato de potasio a pH 7 y el envasado en ATM N,:CO; 50:50

logrd inhibir completamente el crecimiento de la cepa P. crustosum MG (Tabla 5.4.1).

Tabla 5.4.1- Diametros de las colonias de P. crustosum MG bajo crecimiento de diferentes
concentraciones de sorbato de potasio a pH 7, envasadas en ATM N2:COz 50:50. El error representa
un intervalo de 95% confianza.

Concentracion sorbato de
0 500 1000
potasio (ppm)

Diametro de la colonia (cm) 1.2+04 0 0

5.4.3- Efecto de la actividad de aqua

El crecimiento de la cepa P. crustosum MG se vio inhibido a actividades de agua menores a 0.91
en presencia de ATM N,:CO, 50:50. En cambio, cuando se realizd el envasado en aire, la

inhibicidn de dicha cepa se logré a a, menores a 0.84 (Tabla 5.4.2).

Tabla 5.4.2- Diametros de las colonias de P. crustosum MG a diferentes actividades de agua, envasadas en aire y
en ATM N2:CO2 50:50. El error representa un intervalo de 95% confianza.

Envasado
Actividad de agua AIRE ATM
Didam. colonia (cm) Diam. colonia (cm)
0.99 2.2+0.2 1.0
0.91 20+0.1 0*
0.84 o* 0
0.77 0 0

*Crecimiento y esporulacidn en el punto de siembra
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En resumen, tanto el agregado de conservante a pH 7, como la disminucion de la actividad de

agua limitaron el crecimiento de P. crustosum en ensayos en medio de cultivo. Sin embargo,

para lograr la inhibicién total fue necesario la combinacién con el uso de ATM (Figura 5.4.2).

80%
70%
60%
50%
40%

73%
30% I

20%

Crecimiento de P. crustosum

32%
10%
0% 0%
0%
Sorb. 1000ppm ATM Sorb. + ATM (aw < 0.91) + ATM

Figura 5.4.2- Crecimiento de P. crustosum en diferentes condiciones expresado como porcentaje
respecto al control. Sorb. 1000 ppm- Crecimiento a 1000 ppm de sorbato de potasio a pH 7 con respecto
al crecimiento sin conservante ATM- Crecimiento en ATM N2:CO2 50:50 con respecto al crecimiento en
aire. Sorb. + ATM- Crecimiento en presencia de 500 ppm de sorbato de potasio a pH 7 en ATM con
respecto al crecimiento en ATM sin conservante. (aw < 0.91) + ATM- Crecimiento a actividades de agua
menores a 0.91 y envasado en ATM con respecto al crecimiento a actividades de agua de 0.99 envasado
en ATM
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5.5- Estudio del efecto de diferentes variables en el crecimiento de

Penicillium crustosum en bizcochuelos

La significancia de las diferentes variables en estudio sobre el crecimiento de Penicillium
crustosum en bizcochuelos se pueden observar en el siguiente grafico de Pareto (Figura 5.5.1).
Los coeficientes cuyo valor t supera el limite de Bonferroni (linea roja superior), son muy
significativos para el modelo. Los coeficientes que tienen el valor t entre el limite de Bonferroni
y el limite del valor t (linea negra inferior) son medianamente significativos y aquellos cuyo valor

t es inferior al limite del valor t no son significativos para el modelo (Shah & Pathak, 2010).
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Figura 5.5.1- Grafico de Pareto. (A-B) Variables en estudio sobre el crecimiento de P. crustosum en
bizcochuelos. A- pH, B- Sorbato de potasio, C- atmdsfera de envasado, D- Tiempo de envasado.

Los resultados mostraron que el pH y la concentracidn de sorbato de potasio no influyeron en
el crecimiento del hongo en estudio sobre el bizcochuelo, en el periodo estudiado. A su vez, se
constatd que las variables significativas en las condiciones del ensayo fueron las condiciones de
envasado (C) y el tiempo de almacenamiento (D), asi como también la interaccién entre ambas
(CD) la cual se muestra en la Figura 5.5.2. Se puede observar que la velocidad de crecimiento,
determinada por la pendiente de la curva correspondiente, fue mayor en presencia de aire que

en atmdsfera modificada N,:CO; 50:50.
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Figura 5.5.2- Concentracion de ADN de P. crustosum en funcion del tiempo de almacenamiento a dos
condiciones de envasado: AIRE (cuadrado, linea negra) y ATM N2:CO2 50:50 (triangulo, linea roja). Los circulos
corresponden a la respuesta correspondiente al modelo.

5.5.1- Crecimiento de P. crustosum en bizcochuelos en ATM a 25°C vy en AIRE a 4°C

La concentracién de ADN de P. crustosum en bizcochuelos envasados en ATM N;:CO; 50:50 y
almacenados a 252C se mantuvo por debajo de 7 ng de ADN/g bizcochuelo (limite de deteccidn
del método de PCR en tiempo real desarrollado) durante 30 dias. Esto significa que en dichas
condiciones no fue posible detectar un crecimiento del hongo en estudio. Sin embargo, en
bizcochuelos envasados en aire y almacenados a 42C se observé un aumento en la concentracion
de ADN del hongo a partir del dia 23, lo cual demostré que en dichas condiciones fue posible el
crecimiento fungico. Es importante resaltar que este crecimiento no se detecté de forma visual

inclusive hasta el dia 30 (Figura 5.5.3).

En la Figura 5.5.3 se observa la evolucién de la concentracién de ADN de P.crustosum en
bizcochuelo a lo largo del tiempo en presencia de aire y ATM, a 4°Cy 25°C respectivamente. Se
muestran los valores obtenidos en cada punto, aunque algunos de ellos fueron menores al limite
de deteccion establecido y fueron obtenidos por extrapolacién. Se puede observar que todos
los valores correspondientes al envasado en ATM fueron menores al limite de deteccion del
método. Sin embargo, en el caso de almacenamiento a 4°C en aire, a partir del dia 10 se
obtuvieron concentraciones por encima de dicho limite al menos en una de las repeticiones del

tratamiento, lo cual se manifiesta observando el intervalo de confianza de cada punto.
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Figura 5.5.3- Concentracidon de ADN de Penicillium crustosum NRRL 968 en funcién del tiempo de
envasado de los bizcochuelos inoculados, en dos condiciones. Condiciones de envasado en aire y
almacenado a 49C (circulos azules), condiciones de envasado en ATM N2:CO2 50:50 y almacenado a 252C
(circulos naranja). La linea roja muestra el limite de deteccidn para la cuantificacion de ADN.

5.6- Cuantificacion de ADN de P. crustosum en bizcochuelos por PCR en

tiempo real

5.6.1- Disefio de primers especificos

Los primers disefiados y sus caracteristicas se muestran en las tablas 5.6.1a, 5.6.1b y 5.6.2a,

5.6.2b.

Tabla 5.6.1a- Secuencias de los Primers 1PCrus

Primers 1PCrus
Primer directo = CGG TGG ATT ACA CATCTG A

Primer reverso  TATTCG GTTTCCTGT CGTT
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Tabla 5.6.1b- Caracteristicas de los primers 1PCrus

Tm  Tamafio %GC AG AG formacion de = AG formacién de Bases
(eC) (pb) formacion de homodimeros heterodimeros homélogas
horquillas (kcal/mol) (kcal/mol) enel
(kcal/mol) extremo 3’
Primer 60.7 19 47.4 -1.3 -1.3 -1.4 4
directo
Primer 60.6 19 42.1 0.0 0.0 -1.4 1
reverso

Amplicon  78.6 112

Blast Penicillium crustosum

Tabla 5.6.2a- Secuencias de los Primers 2PCrus

Primers 2PCrus

Primer directo =~ AGG TTC CTA ACT GGATTACA

Primer reverso CCC CTATCACTG TTAAAACTT

Tabla 5.6.2b- Caracteristicas de los primers 2PCrus

Tm Tamaio %GC AG AG formacion AG formacién de Bases
(eC) (pb) formacion de de heterodimeros homoélogas
horquillas homodimeros (kcal/mol) enel
(kcal/mol) (kcal/mol) extremo 3’
Primer 59.4 20 40.0 -1.4 -1.4 -1.5 2
directo
Primer 59.4 21 38.1 0.0 -0.9 -1.5 4
reverso
Amplicon  77.6 86
Blast Penicillium crustosum
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La reaccion de PCR de tiempo final con gradiente de temperatura de hibridacion (51°C a 60°C)
se realizé con ambos juegos de primers, utilizando 90 ng de ADN proveniente de la cepa de
coleccién P. crustosum NRRL 968. Se obtuvieron amplicones del tamano esperado en todos los
casos. Los blancos no presentaron bandas intensas de amplificacién del tamafio de los
amplicones. Sin embargo pueden apreciarse para ambos juegos de primers bandas tenues (carril
2,9, 10, 17) de menor tamafio que el correspondiente a los amplicones. Estas bandas podrian

deberse a la formaciéon de dimeros de primers (Figura 5.6.1).
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Figura 5.6.1- Gel de agarosa al 1.5%. Referencias:1-Marcador de peso molecular 50pb (Fermentas). (2-9)-
Productos obtenidos utilizando los primers 1PCrus. 2-Blanco a 602C, (3-8)-Producto de amplificacion
obtenido a 60°C, 58.12C, 56.32C, 54.69C, 52.99C Y 51°C respectivamente. 9-Blanco a 519C. (10-17)-
Productos obtenidos utilizando los primers 2PCrus. 10-Blanco a 602C, (11-16)-Producto de amplificacion
obtenido a 602C, 58.19C, 56.32C, 54.62C, 52.92C Y 51°C respectivamente. 17-Blanco a 512C.

5.6.2- Disefio de PCR en tiempo real

El ciclo para realizar las amplificaciones por PCR en tiempo real se disefi¢ utilizando como
temperatura de hibridacion-extensién 602C, que fue la mayor temperatura a la cual se verificd

amplificacion en PCR de tiempo final (Figura 5.6.2)

95°C 95°C
5min | 10seg 60°C
20seqg
I 35ciclos———

Figura 5.6.2.-. Ciclo de amplificacion para PCR en tiempo real.
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Utilizando el ciclo anteriormente descrito se observé amplificacién de ADN de P. crustosum
NRRL 968 de concentracidén 90 ng/uL con ambos primers. Las reacciones de PCR en tiempo real
se realizaron por triplicado para los blancos, mientras que las reacciones con ADN de P.

crustosum se realizaron por duplicado (Figura 5.6.3 y Tabla 5.6.3).
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Figura 5.6.3- Curva de fluorescencia en funcidn de los ciclos de amplificacidon para un molde de ADN de P.
crustosum NRRL 968 de concentracién 90 ng/ul, amplificado con los primers 1PCrus y 2PCrus.
Referencias: B1, B1’, B1”- Blancos amplificados con los primers 1PCrus. B2, B2’, B2”’-Blancos amplificados
con los primers 2PCrus. P. crustosum 1y P. crustosum 1’- ADN de P. crustosum amplificado con los primers
1PCrus. P. crustosum 2 y P. crustosum 2’'- ADN de P. crustosum amplificado con los primers 2PCrus.

Tabla 5.6.3- Valores de Ct obtenidos para las muestras amplificadas por PCR en tiempo real. 1-
Muestras amplificadas con primers 1PCrus. 2- Muestras amplificadas con primers 2PCrus. Se calculé
el intervalo de 95% de confianza.

Muestra Ct promedio

Blanco 1 26.1+0.1

Blanco 2 28.1+0.7
P. crustosum 90ng/ul 1 15.6+0.9
P. crustosum 90ng/ul 2 14.740.1

Se obtuvieron valores de Ct bajos en las reacciones correspondientes a los blancos (Tabla 5.6.3),
por lo cual se realizaron amplificaciones disminuyendo las concentraciones al medio de ambos
primers en la mezcla de reaccidn, utilizando concentraciones de 1.25 uM. La amplificacion en
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los blancos se minimizé utilizando los primers 2PCrus a una concentracion de 1.25 uM (Figura

5.6.4 y Tabla 5.6.4), por lo cual se selecciond el mencionado juego de primers (2PCrus) a una

concentraciéon de 1.25 uM para continuar trabajando.
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Figura 5.6.4- Curva de fluorescencia en funcién de los ciclos de amplificacién para un molde de ADN
de P. crustosum NRRL 968 de concentracidon 51 ng/uL, amplificado con diferentes concentraciones
(2.5 uM vy 1.25 uM) de los primers 1PCrus y 2PCrus. Referencias: 1-Muestras amplificadas con primers

1PCrus. 2- Muestras amplificadas con primers 2PCrus. M- concentracién de primers 1.25 pM.

Tabla 5.6.4- Valores de Ct obtenidos a partir de la curva de fluorescencia en funcién de los ciclos de
amplificacién para un molde de ADN de P. crustosum NRRL 968 de concentracién 51 ng/uL, amplificado
con 2.5 uMy 1.25 uM de los primers 1PCrus o 2PCrus. No se realizaron duplicados de las reacciones con

ADN. Para las reacciones de los blancos se calculé el intervalo de 95% de confianza.

Muestra Ct promedio
Blanco 1PCrus 2.5 uM B
Blanco 1PCrus 1.25 uM 26.910.4
P. crustosum 1PCrus 2.5 uM 15.0

P. crustosum 1PCrus 1.25 uM 15.0
Blanco 2PCrus 2.5 uM 26.120.9
Blanco 2PCrus 1.25 uM 29.1+1.5
P. crustosum 2PCrus 2.5 uM 14.6

P. crustosum 1PCrus 1.25 uM 15.0
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5.6.3- Curva estandar

La curva de fluorescencia adquirida en funcién de los ciclos de amplificacion muestra una
diferencia de aproximadamente 3 Ct en la fase exponencial de las reacciones pertenecientes a
diluciones seriadas al décimo (Figura 5.6.5). La curva estandar obtenida mostré una correlacion
lineal entre el logaritmo de la concentraciéon de ADN y los valores de Ct obtenidos, con un R? de
1.0. Se realizaron cinco diluciones al décimo a partir de una concentracidon de ADN de 56 ng/pL
para realizar la curva estandar, el logaritmo de la quinta dilucién al décimo no mostré una
correlacién lineal con el valor de Ct obtenido. De todas formas para conocer el limite de
deteccion del método se realizaron diluciones intermedias al cuarto, al medio y a tres cuartos
de la cuarta dilucién al décimo, presentando estas reacciones valores de Ct que mostraban una
correlacién lineal con el logaritmo de la concentracién de ADN (las diluciones intermedias no se
muestran en el grafico). La ecuacidon obtenida de la curva estandar fue: Ct=-
3.345*|og(concentracion ADN)+17.560. A partir de la misma se determind la eficiencia del
método, la cual fue de 99% al trabajar en el rango dindmico, el cual se establecié entre 5.6 ngy
1.4x103 ng de ADN de P. crustosum (Figura 5.6.6). El rango dindmico por gramo de bizcochuelo
se establecid entre 2.8x10* ng de ADN/g bizcochuelo y 7 ng de ADN/ g bizcochuelo. Las futuras

cuantificaciones de ADN se realizaron trabajando en el rango dinamico establecido.

Blanco
Blanco
— B.BngfpL
— B.BngfpL
— BBx10-Tngful
— BBx10-Tngful
5.Bx10-2ngfpL
5.Bx10-2ngfpL
— B.Bx10-3ngfuL
— 5.6x10-3ng/pL

Ciclo

Figura 5.6.5- Curva de fluorescencia adquirida en funcién de ciclos de amplificacion de ADN de P. crustosum
NRRL 968.
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Figura 5.6.6- Curva estandar de concentraciéon de ADN de P. crustosum NRRL 968 en funcidn de los
valores de Ct obtenidos. Se muestran los valores de la pendiente (B) y del coeficiente de correlacion
calculados mediante regresién lineal.

En la curva de melting se observa que la Tm del fragmento amplificado es de 81.82C. No se
observan productos de amplificacién secundarios en las muestras y tampoco en los blancos. De
esta forma se asegura que la fluorescencia obtenida en cada caso se debe exclusivamente a la

amplificacion de la regién correspondiente a P. crustosum (Figura 5.6.7).

Blanco
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— B.Bng/L

— B.Bng/pL

— B.Bx10-Tngful

— BBx10-Tngfl
5.Bx10-2ngfl
G102l
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°C

Figura 5.6.7- Curva de melting para el producto de amplificacién de ADN de P. crustosum NRRL 968.
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5.6.4- Estudio de la especificidad de los primers disefiados

Los valores de Ct obtenidos para las amplificaciones de las diferentes especies de Penicillium
muestran que sélo hubo amplificacién para la especie P. crustosum, ya que las otras especies
estudiadas presentaron valores de Ct mayores de 30 al igual que el blanco. Por lo tanto, el
presente ensayo valida la especificidad de los primers 2PCrus disenados y seleccionados para la

especie P. crustosum (Figura 5.6.8 y Tabla 5.6.5).
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Figura 5.6.8- Curva de fluorescencia en funcion de los ciclos de amplificacion para diferentes especies de
Penicillium, P. crustosum (4.18x107 ng), P. expansum (4.01x10?! ng), P. commune (3.39x10" ng) y P.
chrysogenum (5.50x10 ng). Las amplificaciones se realizaron por duplicado.

Tabla 5.6.5- Valores de Ct obtenidos para las muestras amplificadas de ADN de de P. crustosum, P.
expansum, P. commune y P. chrysogenum. Se calculd el intervalo de confianza para a=0.05.

Muestra Ct promedio
Blanco 32.8*

P. crustosum 18.3+0.2
P. expansum 32.620.9
P. commune 31.5*

P. chrysogenum 31.4*

*Los duplicados no mostraron amplificacion
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5.6.5- Analisis del efecto matriz

Las curvas de fluorescencia obtenidas para diluciones de ADN de P. crustosum en agua y en
matriz se muestran en la Figura 5.6.9, mientras que los valores de Ct obtenidos a partir de dichas
curvas se pueden observar en la Tabla 5.6.6.

1

Blanco en agua
Blanco en agua
Elanca en matriz
Blanco en matriz

——FEEng/L enagua

——FE.Gng/pL en agua

—— 561 0-Tngfpl en agua
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——B.6x10-3ng/pL en agua

—— B.6x10-3ngfpL en agua

— B.6ngyfpL en matriz

—— B.Bng/pL en matriz
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Figura 5.6.9- Curva de fluorescencia en funcién de los ciclos de amplificacidn para diluciones al décimo de ADN
de Penicillium crustosum (5.6 ng, 5.6x10ng, 5.6x102 ng, 5.6x103 ng) en agua y en matriz. Las amplificaciones
se realizaron por duplicado.

Tabla 5.6.6- Valores de Ct obtenidos para diluciones al décimo de ADN de P. crustosum en agua y en matriz. Se
calculd el intervalo de 95% de confianza.

5.6 ng/uL 0.56 ng/uL 0.056 ng/uL 0.0056 ng/pL
Agua 15.2+0.1 185+ 0.1 220+ 0.1 249+ 0,3
Matriz 15.4 18.9 223+ 0,2 253+ 0.2

ACt 0.2 0.4 0.3 0.4

Las diferencias entre los valores de Ct (ACt) obtenidos para el ADN de P. crustosum diluido en
agua y en matriz fueron menores a 0.5. Por lo tanto, de estos resultados se concluye que la
matriz no interfiere en la cuantificacion de ADN fungico en el rango dindmico establecido

(Cankar et al., 2006; Community Reference Laboratory for GM Food and Feed CRL-GMFF, 2004).
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5.7-Estudio de produccion de Penitrem A

Los resultados de la cromatografia en capa fina (CCF) muestran que las cepas P. crustosum MG
y P. crustosum NRRL 968 produjeron metabolitos similares cuando crecieron en medio de cultivo
CYA a 25°2C durante 7 dias. Uno de estos metabolitos presentd en las condiciones
cromatograficas un Rf de 0.74, el mismo Rf que se obtuvo para el estandar de Penitrem A. A su
vez, en todos los casos, los metabolitos revelados con solucién alcohélica de tricloruro de
aluminio, desarrollaron un color azul a la luz visible (Figura 5.7.1). Este ensayo confirmé la
capacidad de las cepas P. crustosum MG y de P. crustosum NRRL 968 de producir penitrem A en
las condiciones descritas. Sin embargo, dicha capacidad no fue evidenciada cuando ambas cepas

crecieron en bizcochuelos almacenados a 252C durante 14 dias.

-y

Figura 5.7.1-Resultados de la extraccion de los metabolitos de P. crustosum MGy P. crustosum NRRL
968. Carriles: 1-Estandar de Penitrem A en metanol, 2-Metabolitos de P. crustosum MG, 3-
Metabolitos de P. crustosum NRRL968. Los circulos resaltan el metabolito extraido que coincide en
Rf con el metabolito correspondiente al estandar de Penitrem A.
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5.8- Analisis sensorial para determinacion de vida util

5.8.1-Ensayo 1: Envasado en ATM N2:CO2 50:50, almacenamiento a 25°C

Caracteristicas microbioldgicas de los bizcochuelos usados en el ensayo

Los resultados de los recuentos presentaron diferencias de hasta dos érdenes de magnitud entre
bizcochuelos pertenecientes al mismo tiempo de muestreo. Por ello, los resultados se
expresaron como la minima y la maxima carga microbiana presente en los bizcochuelos a los

diferentes tiempos de envasado (Tabla 5.8.1.1).

Tabla 5.8.1.1- Recuentos de mesofilos y hongos y levaduras de los bizcochuelos evaluados en el
ensayo sensorial, a los diferentes tiempos de envasado

Tiempo (dias) Meséfilos (ufc/g) Hongos y levaduras (ufc/g)
1 1.0 x10*-5.0 x10° 3.0 x10?
8 1.0 x10® - 5.5 x10* 2.0 x10%-9.0 x10?
15 1.0 x10? 1.0 x10?
22 1.0 x10% - 3.0 x10? < 1.0 x10?
29 1.1x10°-7.5x10° 4.0 x10° - 6.6 x10*
36 1.2 x10° - 2.0 x10° 6.0 x10* - 1.0 x10°

Los resultados mostraron la heterogeneidad en la carga microbiana que presentaron los
bizcochuelos para un mismo tiempo de envasado. A su vez, bizcochuelos de diferentes lotes
mostraron variabilidad en la carga inicial de microorganismos lo cual se evidencid en los valores
de recuentos alcanzados a los diferentes dias de envasado. Es asi que la carga microbiana de
mesdfilos en bizcochuelos envasados por 8 dias fue del orden de 10° y 10* ufc/g. Mientras que
en bizcochuelos de otro lote, con 15 dias de envasado, tuvieron una carga microbiana del orden
de 10? ufc/g. El mayor nimero de microorganismos mesofilos se obtuvo para bizcochuelos
envasados por 29 dias, con cargas del orden de 10° ufc/g. Para hongos y levaduras la carga

maxima fue del orden de 10° ufc/g en bizcochuelos con 36 dias de envasados (Tabla 5.8.1.1).

Los microorganismos mesdfilos fueron identificados como Micrococcus sp., Staphylococcus

aureus y Staphylococcus epidermidis. Micrococcus sp. se identificdé por ser un coco Gram+
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dispuesto en tétradas. Los Staphylococcus se identificaron por ser cocos Gram+, cuya prueba de
catalasa fue positiva. La prueba DNAsa fue positiva para uno de los Staphylococcus,
identificdndose como S. aureus, mientras que fue negativa para el otro aislamiento

identificAndose como S. epidermidis.

Aceptabilidad

La aceptabilidad de las muestras disminuyd significativamente entre los dias 1 y 8 de
almacenamiento, asi como entre el dia 8 y los siguientes tiempos de envasado (Tabla 5.8.1.2).
Las muestras correspondientes a 1y 8 dias de almacenamiento presentaron puntajes promedios
de aceptabilidad superiores o iguales a 6, lo que indica, en promedio, una actitud heddnica
positiva hacia los bizcochuelos por parte de los consumidores. Sin embargo, a partir de los 15
dias, los valores promedio fueron inferiores a 5 (puntaje de indiferencia), lo que indica una
actitud heddnica negativa. Este resultado mostré un cambio en la actitud heddnica de los

consumidores hacia los bizcochuelos entre el dia 8 y el dia 15 (Tabla 5.8.1.2).

Tabla 5.8.1.2- Para cada tiempo de envasado se muestra la media de la aceptabilidad de los
consumidores para las muestras evaluadas

Tiempo de almacenamiento Aceptabilidad
(dias)
1 6.9°
8 6.1°
15 3.5¢
22 43¢
22 45°¢
36 4.7 ¢

Las medias con diferentes supraindices son significativamente diferentes, calculadas por el test de
Tukey (0<0.05)

Pregunta CATA
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Los términos que los consumidores utilizaron con mayor frecuencia para describir a los
bizcochuelos fueron: dulce, blanda, esponjosa, liviana, suave, seca. Mientras tanto, los términos
menos utilizados fueron sabor a naranja y sabor a limén. Estos términos fueron los Unicos que
no presentaron diferencias significativas entre las muestras (Tabla 5.8.1.3). Las demas
caracteristicas sensoriales de los bizcochuelos fueron significativamente afectadas por el tiempo

de almacenamiento.

Los bizcochuelos con 1 dia de envasados fueron descritos principalmente como dulce, con sabor
a vainilla, humeda, blanda, esponjosa, liviana, suave. La frecuencia de uso de dichas
caracteristicas para describir los bizcochuelos disminuyé a medida que aumenté el tiempo de
envasado, mientras que aumentd la frecuencia de uso de los términos dura, se desmiga, sabor
extrafio, seca. Cabe destacar que se observd un cambio marcado en las caracteristicas
sensoriales de los bizcochuelos entre el dia 8 y el 15, lo cual se manifesté en cambios en la
frecuencia de seleccion de los términos entre el dia 15 y los dias 1 y 8. Un ejemplo es el término
seca, el cual fue seleccionado por 4 y 25 consumidores para los dias 1 y 8 respectivamente,
mientras que fue seleccionado por 96 consumidores al dia 15. Estos resultados pueden
relacionarse con la disminucién significativa de la aceptabilidad promedio entre los dias 8 y 15.
La frecuencia de uso de este término presentd una leve pero significativa disminucién a los dias

subsiguientes, asi como la frecuencia de uso de los términos dura y se desmiga (Tabla 5.8.1.3).

Estos resultados mostraron que los bizcochuelos envasados en ATM Nj: CO; 50:50 sufrieron
cambios sensoriales a medida que transcurrié el tiempo, los cuales son percibidos por el

consumidor de forma negativa.
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Tabla 5.8.1.3- Frecuencia con la que los consumidores seleccionaron los atributos para describir las
diferentes muestras.

Tiempo de
1dia 8 dias 15 dias 22 dias 29 dias 36 dias

almacenamiento
Dulce *** 52 40 22 36 31 35
Sabor a vainilla *** 42 42 21 30 31 22
Dura *** 0 1 47 22 12 24
Himeda *** 34 18 0 2 2 6
Blanda *** 51 37 7 8 24 11
Esponjosa *** 65 61 9 20 31 17
Liviana *** 55 50 8 18 17 23
Suave *** 69 58 5 18 26 26
Aireada * 34 30 15 22 23 20
Se desmiga *** 2 12 43 38 35 30
Sabor extrafio *** 3 5 18 11 12 22
Seca *** 4 25 93 79 65 71
Sabor a naranja ™ 8 3 2 5 2 2
Sabor a limon ™ 8 2 3 0 0 1
Desabrido *** 12 14 21 25 24 21

*** Indica diferencias significativas entre las muestras para p < 0.001, segun el test Q de Cochran.
**Indica diferencias significativas para p < 0.01.

*Indica diferencias significativas para p < 0.05.

" Indica que no hay diferencias significativas (p > 0.05).

Estimacion de vida util

La vida util de los bizcochuelos estuvo limitada por los cambios sensoriales. Los pardmetros de
la distribucion log normal fueron estimados por la funcién de maxima probabilidad y fueron
utilizados para graficar el porcentaje de consumidores que rechaza el producto en funcién del

tiempo de almacenamiento (Figura 5.8.1.1).
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Figura 5.8.1.1- Probabilidad de rechazo a la compra del producto en funcion del tiempo de
almacenamiento, para el modelo log normal

La vida util sensorial se estima como el tiempo de almacenamiento en el cual se alcanza un 25%
o un 50% de rechazo de los consumidores a la compra del producto (Giménez, et al., 2015). En
el presente estudié se alcanzd un 25% de rechazo a la compra a los 7 dias de envasado, mientras
qgue el 50% de rechazo se obtuvo a los 17 dias de envasado (Figura 5.8.1.1). Dado que los
bizcochuelos son un producto que en general se consume acompafiado de diferentes rellenos
como dulce de leche o mermeladas, podria estimarse la vida util como el tiempo de
almacenamiento al cual el 50% rechaza comprar el producto. Utilizando este criterio de rechazo
podria estimarse una vida util del producto de 17 dias en las condiciones de envasado en ATM
N,:CO; 50:50 y almacenado a 252C. Sin embargo, es importante destacar que a partir de los 15
dias de envasado para bizcochuelos en las condiciones mencionadas correspondié a una actitud
heddnica negativa promedio por parte de los consumidores (Tabla 5.8.1.2). Dado este resultado,
deberia considerarse un rechazo de 25% para determinar el tiempo de vida util, el cual seria de

7 dias.
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5.8.2-Ensayo 2: Envasado en aire, almacenamiento a 4°C

Caracteristicas microbioldgicas de los bizcochuelos usados en el ensayo

Como en el caso del Ensayo 1 los resultados de los recuentos presentaron diferencias de hasta
dos y tres 6rdenes de magnitud entre bizcochuelos pertenecientes al mismo tiempo de
muestreo. Por esta razon, los resultados se expresan como la minima y la maxima carga

microbiana presente en los bizcochuelos a los diferentes tiempos de envasado.

Tabla 5.8.2.1- Recuentos de mesdfilos y hongos y levaduras de los bizcochuelos evaluados en el ensayo
sensorial, a los diferentes tiempos de envasado

Tiempo (dias) Mesoéfilos (ufc/g) Hongos y levaduras (ufc/g)
1 1.0 x10% — 2.0 x10? <1.0x10?
8 1.0 x10% - 2.0 x10? 1.0 x10?
15 4.0 x10%- 4.1 x10° 8.0 x10% - 4.4 x10*
22 1.0 x10? - 3.0 x10? 1.0 x10?

La carga de mesdfilos se mostrd constante con valores de 1.0 x10% y 3.0 x10?ufc/g a los dias 1, 8
y 22, aumentando hasta valores de 10° ufc/g para uno de los cuatro bizcochuelos con 15 dias de
envasado. Estos resultados mostraron la heterogeneidad de la carga inicial de microorganismos
que presentaron los bizcochuelos. Esta misma tendencia se observé para la carga de hongos y
levaduras, la cual alcanzd valores maximos de 102 ufc/ga los 8 y 22 dias, aumentando hasta
valores de 10* ufc/g en el dia 15. El maximo nimero en los recuentos tanto para meséfilos como

para hongos y levaduras se alcanzo en el dia 15.

El hongo aislado de las bizcochuelos envasados en estas condiciones por mas de 26 dias se

identificé como P. crustosum.
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Aceptabilidad

La aceptabilidad de los consumidores disminuyd significativamente con el tiempo de
almacenamiento. A los dias 1, 8 y 15 se obtuvieron puntajes promedio mayores o iguales a 6, lo
gue indica que los consumidores presentaron en promedio una actitud heddénica positiva hacia
los bizcochuelos. Por el contrario, al dia 22 los mismos presentaron una actitud heddnica
negativa hacia los bizcochuelos, como se evidencia a través del puntaje promedio menor a 5

(correspondiente a indiferencia) (Tabla 5.8.2.2).

Tabla 5.8.2.2- Para cada tiempo de envasado se muestra la media de la aceptabilidad de los
consumidores para las muestras evaluadas

Tiempo de almacenamiento Aceptabilidad
(dias)
1 7.0°
8 6.7 2P
15 6.1°
22 4.2°¢

Las medias con diferentes supraindices son significativamente diferentes, calculadas por el test
de Tukey (a<0.05)

Pregunta CATA

Los términos mas frecuentemente utilizados para describir las muestras fueron: dulce,
esponjosa, liviana, suave y seca. Mientras tanto, los términos menos utilizados fueron sabor a
naranja, sabor a limény desabrida. Todos los términos, a excepcion de aireada y sabor a naranja,
presentaron diferencias significativas entre las muestras, lo que indica que las caracteristicas

sensoriales de los bizcochuelos variaron significativamente con el tiempo de almacenamiento.

Las tortas bizcochuelo con 1 dia de envasados fueron descritos principalmente con los términos
dulce, humeda, blanda, esponjosa, liviana y suave. La frecuencia de uso de estos términos para
describir los bizcochuelos se mantuvo hasta el dia 8, disminuyendo significativamente a los 15y
22 dias. En cambio, la frecuencia del término dura, el cual no fue seleccionado a los dias 1y 8,
aumento significativamente a los 22 dias de almacenamiento. Por otra parte, a partir de los 15
dias aumenté significativamente la frecuencia de uso de los términos se desmiga y seca. Este

ultimo término tuvo una elevada frecuencia de uso a los 22 dias de almacenamiento, siendo
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seleccionado por el 73% de los consumidores. Estos resultados coincidieron con los valores de
aceptabilidad antes descritos, los cuales mostraron una actitud heddnica negativa hacia los
bizcochuelos a los 22 dias de envasadas que podria explicarse por el aumento de la percepcién
de sequedad y la disminucidn de la sensacidn de humedad, caracteristica de los bizcochuelos al

comienzo del almacenamiento.

Tabla 5.8.2.3- Frecuencia con la que los consumidores seleccionaron los atributos de la pregunta CATA
para describir las diferentes muestras

Tiempo de envasado 1 dia 8 dias 15 dias 22 dias
Dulce *** 60 73 60 36
Sabor a vainilla * 41 46 31 31
Dura *** 0 0 2 16
Himeda *** 21 28 17 1
Blanda *** 44 44 38 14
Esponjosa *** 65 61 48 18
Liviana *** 55 61 46 19
Suave *** 69 66 58 20
Aireada ™ 38 45 33 31
Se desmiga *** 11 21 40 55
Sabor extrafio ** 8 3 8 18
Seca *** 11 12 20 73
Sabor a naranja ™ 5 4 4 4
Sabor a limén * 7 4 5 1
Desabrido * 8 2 7 10

*** Indica diferencias significativas entre las muestras para p < 0.001, segun el test Q de Cochran.
**Indica diferencias significativas para p < 0.01.

*Indica diferencias significativas para p < 0.05.

" Indica que no hay diferencias significativas (p > 0.05).

Estimacidon de vida util

El tiempo de vida Gtil en este ensayo Unicamente se pudo calcular de forma aproximada ya que
solo se utilizaron cuatro puntos de almacenamiento, lo que impidid la aplicacién de estadistica
de supervivencia. Sin embargo, los porcentajes de rechazo a la compra a cada tiempo de
almacenamiento permitieron obtener una aproximacion a la vida util sensorial del producto. De
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acuerdo a los resultados, se alcanzd un porcentaje de rechazo a la compra cercano al 25% a los
15 dias, mientras que se superd el 50% de rechazo a los 22 dias de almacenamiento (Tabla
5.8.2.3.). Estos resultados permitieron estimar la vida util aproximada para las condiciones de

envasado en AIRE y almacenado a 42C en el entorno a los 19 dias.

Tabla 5.8.2.4- Porcentaje de rechazo a la compra para las muestras con diferente tiempo de almacenamiento

Tiempo de envasado (dias) Porcentaje de rechazo
1 14.4%
8 9.6%
15 22.1%
22 66.3%
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Discusion

6.1- Biodeterioro de bizcochuelos almacenados en aire

Las medidas de pH y de actividad de agua obtenidas para los bizcochuelos concuerdan con las
descritas en la bibliografia para este tipo de productos, los cuales se caracterizan por ser
productos de humedad intermedia con un pH cercano a la neutralidad (Marin, et al., 2002, Smith,

et al., 2004).

La carga microbiana inicial presente en los bizcochuelos previo al envasado fue baja. Para poder
estimar el nimero de microorganismos presentes fue necesario recurrir a la técnica de nimero
mas probable, ya que la concentracidon microbiana inicial resultd, en todos los casos, menor a
100 ufc/g, limite de deteccion del método de recuento en placa en este caso. Los bizcochuelos
envasados en aire y almacenados a temperatura ambiente permitieron el crecimiento de
microorganismos mesdfilos (bacterias, hongos y levaduras), cuyo nimero aumenté entre tres y
cinco érdenes en 10 dias. Los recuentos se realizaron a los 7 y 10 dias de envasado pero el

crecimiento fungico comenzé a ser visible entre los 4 y 7 dias.

El Reglamento Bromatoldgico Nacional (RBN) no establece criterios microbioldgicos de
aceptabilidad para este tipo de productos. Tampoco figuran dichos criterios en normativas
internacionales como por ejemplo las indicadas por International Commisson of Microbiological
Specifications for Food (ICMSF, 1986). Sin embargo, existen en algunos paises, normas que
establecen requisitos microbiolégicos para productos panificados con caracteristicas similares a
los bizcochuelos tales como masas horneadas o pasteles. La Norma Oficial Mexicana NOM-247-
SSA1-2008 para productos de panificacion establece un limite de mesdfilos de 1x10%ufc/g,
mientras que la norma peruana NTS N2 -MINSA/DIGESA-V.01 “Norma Sanitaria que establece
los criterios microbioldgicos de calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas de
consumo humano” establece para hongos un limite maximo de 1x103% ufc/g. En Espafia hasta el
afio 2010 estuvo vigente el Real Decreto 2419/1978 que establecia 500 ufc/g como limite
maximo de hongos y levaduras para productos de reposteria. El Real Decreto 135/2010 derogd
parte del decreto anterior eliminando los requisitos microbiolégicos para ese tipo de productos.
En la actualidad en pasteles se plantean limites para micotoxinas como aflatoxinas, ocratoxina
A, deoxinivalenol, zearalenona, fumonisinas (B1 y B2) y toxinas T-2 y HT-2, no existiendo

requisitos microbiolégicos.

En el presente trabajo los recuentos obtenidos a los 10 dias superaron los limites establecidos
en las normas mexicanas y peruanas. De todos modos, los consumidores no accederian a la

compra de estos productos, ya que la aparicion de crecimiento fungico visible, como ocurrié en
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este caso, provocaria indefectiblemente el rechazo del producto por parte de los mismos. Si bien
los tiempos de aparicidn de signos visibles de contaminacidn fangica fueron variables entre los
diferentes lotes de bizcochuelos, la vida util del producto almacenado en dichas condiciones no
podria considerarse mayor a 4 dias. Dada la variabilidad observada, seria importante estudiar el
proceso de produccién para encontrar los factores que determinan la aparicion del biodeterioro

a diferentes tiempos.

Los hongos identificados en este estudio como causantes del deterioro pertenecen en su
mayoria a los géneros Penicillium vy Aspergillus (Figura 5.2.1). No se aislaron hongos
pertenecientes al género Eurotium, los cuales han sido frecuentemente identificados como
responsables del deterioro de este tipo de productos panificados (Guynot, et al., 2004, Dagnas,
et al., 2014). A su vez, uno de los aislamientos obtenidos fue identificado como Talaromyces
amestolkiae cuya forma de reproduccion asexuada se da a través de un conidiéforo biverticilado
del tipo Penicillium subgénero Biverticillum. Esta especie es capaz de crecer a 37°C y ha sido
asociado a infecciones en pacientes inmunocomprometidos (Yilmaz, et al., 2014). En la
bibliografia consultada no se han encontrado datos previos sobre aislamientos de este género

en bizcochuelos.

El 80% de los aislamientos se identificaron como pertenecientes al género Penicillium. Estos
resultados concuerdan con lo descrito por Pitt y Hocking (2009), quienes afirman que varias
especies de este género son causa frecuente del biodeterioro de bizcochuelos. Entre esas
especies se mencionan P. crustosum, P. glabrum, P. commune, P. chrysogenum y P.
brevicompactum, coincidiendo en parte con lo obtenido en este trabajo, en el cual se
identificaron P. crustosum, P. chrysogenum 'y P. brevicompactum como causantes del deterioro,
representando respectivamente el 35%, 20% y 10% del total de los aislamientos obtenidos.
También se encontraron, aunque en menor proporcién, otras especies de Penicillium, como P.
citrinum y P. polonicum. Las especies del género Aspergillus fueron menos frecuentes
constituyendo sélo el 15% del total de los aislamientos. Dos de las especies identificadas, A.
versicolor y A. sydowii, han sido descritas como contaminantes de pan de trigo (Suhr & Nielsen,
2004). Sin embargo ninguna de ellas ha sido descrita como contaminante de bizcochuelos, hasta

el momento.

El inhibir o controlar el deterioro causado por hongos es importante no sélo para evitar el
rechazo del consumidor ante un crecimiento fungico visible, sino también por el riesgo a la salud
que provocaria la ingesta de micotoxinas producidas por ciertos hongos contaminantes. En el
presente trabajo la mayoria de las especies aisladas como contaminantes de bizcochuelos han

sido descritas como productoras de micotoxinas. En particular P. crustosum, la especie aislada
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con mayor frecuencia, es reconocida como productor de Penitrem A, una neurotoxina

tremorgénica altamente toxica (Frisvad, et al., 2006).

A su vez, P. chrysogenum, P. citrinum, P. polonicum y P. brevicompactum han sido descritos
como productores de toxina PR, citrinina, verrucosidina y acido micofendlico, respectivamente
(Ndagijimana, et al., 2008, Hidalgo, et al., 2014, Jeswal & Kumar, 2015, Wigmann, et al., 2015).
Conrespecto a las especies del género Aspergillus encontradas, A. versicolor se ha descrito como
productor de esterigmatocistina (Frisvad, et al., 2006) la cual tiene reconocido efecto
carcinogénico (Rank, et al., 2011). Sin embargo, y dado que la producciéon de micotoxinas es
totalmente dependiente de las condiciones de crecimiento del hongo, la presencia de dichos
metabolitos tdxicos debe ser estudiada en cada sustrato y condiciones ambientales de

crecimiento para poder evaluar el riesgo real de contaminacion.

En el presente trabajo no se detectd la produccién de penitrem A por parte de dos cepas de P.
crustosum (especie aislada con mayor frecuencia), luego de 14 dias de crecimiento en
bizcochuelo almacenado en aire, a temperatura ambiente. Sin embargo ambas cepas (P.
crustosum MG vy la cepa de coleccion P. crustosum NRRL 968) fueron capaces de producir la
toxina cuando se cultivaron por 7 dias en medio CYA a temperatura ambiente. Estos resultados
concuerdan con lo descrito por Kokkonen, et al (2005), en donde se estudid la capacidad de
produccién de Penitrem A por cuatro cepas de P. crustosum en diferentes sustratos incluido pan,
mediante analisis por cromatografia liquida de alta presién (HPLC). No se detectd produccion de
Penitrem A en pan en ningun caso, lo cual, segln los autores pudo deberse a la composicién y
la humedad del sustrato, las cuales no resultaron apropiadas para la producciéon de la toxina,
gue se sintetiza a mayores actividades de agua (0.92, como minimo). Las condiciones dptimas
para la produccion de Penitrem A son a ay 0.995 y temperatura entre 20 y 262C, aunque la
produccién puede darse en rangos de ayw y temperatura de 0.920-0.999 y 17-30°C
respectivamente (ICMSF, 1996). Lo anteriormente mencionado podria explicar los resultados
obtenidos en el presente trabajo, ya que la baja actividad de agua en los bizcochuelos analizados

(0.85) limitaria la produccidn de Penitrem A por cepas de P. crustosum.
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6.2-Capacidad de crecimiento en atmdsfera modificada de los hongos

causantes de biodeterioro

Como actualmente los consumidores estan optando por productos frescos, con el menor
agregado de aditivos quimicos posible, la primera estrategia que se utilizd para estudiar la
inhibicion del crecimiento de los microorganismos causantes de biodeterioro de los
bizcochuelos fue el envasado en atmdsfera modificada. En ese sentido, la incubacién en
atmoésfera de N»:CO; (50:50) inhibid el crecimiento en medio de cultivo PDA de todos los hongos
aislados en este trabajo con respecto a su crecimiento en aire. Los grados de inhibicion fueron
variables lograndose una inhibicion total solamente en dos casos. Los resultados de Taniwaki, et
al (2009) permitirian postular que quizas el crecimiento fungico alcanzado en ATM, se debid a la
concentracidon de O, remanente presente en la atmdsfera del envase (1.8%). Los mencionados
investigadores observaron que el crecimiento de especies toxigénicas como A. flavus y P.
roqueforti, involucradas en el biodeterioro de alimentos, variaban su crecimiento en atmdsfera
con 40% y 60% de CO; (balanceadas con N,) dependiendo de la concentracion de O, remanente
en el envase. Niveles de oxigeno cercanos al 0.5% permitieron un leve crecimiento de estos
hongos, en medio PDA, lograndose la inhibicion total solamente cuando los niveles de O,
disminuyeron a concentraciones iguales o menores a 0.2%. Sin embargo, P. commune, otra de
las especies estudiadas, mostré un comportamiento diferente a A. flavus y P. roqueforti, ya que
fue incapaz de crecer en atmdsferas con contenido de oxigeno menor a 0.5% y concentraciones
mayores o iguales a 20% CO.. Estos resultados muestran que las diferentes especies se ven

afectadas en forma distinta por la concentracion de oxigeno y CO; presente en el envase.

En la presente tesis se obtuvieron dos aislamientos que fueron incapaces de crecer en una
atmoésfera con 50% de CO,, y un remanente de O, de 1.8%, mientras que los otros aislamientos
(18) redujeron su crecimiento con respecto al crecimiento en aire. Para lograr atmdsferas con
tan bajo contenido de oxigeno, como las utilizadas por Taniwaki, et al (2009), seria necesario
adicionar secuestradores de oxigeno, lo cual aumentaria el costo del envase, pero podria
prolongar la vida util del producto. Los sistemas tradicionales de secuestro de O; se basan en la
disminucién de la concentracién del dicho gas por oxidacion de limaduras de hierro a éxido de
hierro o mediante reacciones enzimaticas (Ozdemir & Floros, 2004). En el primer caso, un sachet
conteniendo limaduras de hierro se coloca dentro del envase. Estos sachet son muy permeables
al O,y en algunos casos también son permeables al vapor de agua (Cruz, et al., 2012). Taniwaki,
et al (2009) en su trabajo utilizaron esta metodologia para secuestrar el O,. El segundo tipo de

secuestro de O, se realiza mediante la reaccidon de una enzima con un sustrato, por ejemplo
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oxidacion de glucosa mediante glucosa oxidasa o de etanol a través de la enzima alcohol oxidasa
(Cruz, et al., 2012). Este sistema es mas costoso que el de oxidacién de limaduras de hierro, por
el costo que tienen las enzimas utilizadas para este fin (Ozdemir & Floros, 2004). Ademas el uso
de estos sistemas es limitado ya que presentan mayor sensibilidad a factores como la
temperatura, el pH, la actividad de agua y sustratos presentes en los sachet. El uso del sistema
de secuestro de O, estd indicado para varios tipos de productos, entre ellos para tortas (Ozdemir
& Floros, 2004). Por ello, esta estrategia podria ser considerada para reducir el nivel de oxigeno
remanente en el envase en futuros experimentos de inhibicidon de biodeterioro en bizcochuelos.
En particular, se seleccionaria el sistema de oxidacidn de hierro ya que las condiciones para la
utilizacidn son menos estrictas y los costos de los mismos parecen ser mas convenientes que en

el sistema basado en la utilizacién de enzimas.

El envasado de alimentos en atmdsferas con baja concentracion de oxigeno genera
preocupacién por la posibilidad de crecimiento de Clostridium botulinum, microorganismo
anaerobio estricto, productor de la toxina botulinica de riesgo letal para el consumidor
(Suppakul, et al., 2003). Atmédsferas con bajo contenido de oxigeno, hasta aproximadamente
1.2% permiten el crecimiento de la especie Clostridium sporogenes, que se considera el
equivalente no toxigénico de C. botulinum Grupo | (Taniwaki, et al., 2009, Carter & Peck, 2015).
Se reconocen cuatro grupos dentro de la especie C. botulinum, el Grupo | (cepas proteoliticas) y
Grupo Il (cepas no proteoliticas) son los responsables del botulismo humano. C. botulinum
perteneciente al Grupo Ill es el responsable del botulismo en varias especies de animales,
mientras que los pertenecientes al Grupo IV no han sido asociadas al botulismo ni humano ni
animal (Carter & Peck, 2015). La minima actividad de agua que requieren las cepas del Grupo |
para crecer es 0.93, mientras que para el Grupo Il es 0.94 (Carter & Peck, 2015). Estudios como
los de Dodds (1989) sefialan que la minima actividad de agua a la que se detecté produccién de
la toxina botulinica por cepas de C. botulinum proteoliticas fue a 0.960, no siendo detectada a
actividades de agua de 0.955. Por lo tanto, el crecimiento de este microrganismo presenta una
amenaza en productos de alta humedad, no siendo el caso de los bizcochuelos, las cuales son
productos de humedad intermedia (aw 0.75-0.90). Es por ello que el envasado en atmdsfera

modificada, para este tipo de productos se presenta como una estrategia segura, en ese aspecto.
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6.3-Efecto de diferentes variables en el crecimiento de Penicillium

crustosum en medio de cultivo

En medio de cultivo en presencia de sorbato de potasio se detectaron diferencias significativas
en el crecimiento de cinco cepas de P. crustosum tanto a pH 5 como a pH 7. Sin embargo, todas
presentaron un mayor crecimiento a pH 7. Este resultado era esperable ya que el conservante
utilizado en este trabajo es un dacido débil que presenta actividad antimicrobiana en su forma
no disociada, la cual predomina a valores de pH menores o iguales que su pka mds una unidad
(Pitt & Hocking ¢, 2009). El pka del 4cido sérbico es 4.8, por lo cual se estima que sera efectivo
hasta pH 5.8. De todas formas, en el presente estudio, el sorbato de potasio a pH 7 mostré cierta
actividad, ya que logrd inhibir parcialmente el crecimiento fungico, cuando se utilizé a la maxima
concentracién permitida por el RBN (1000 ppm). Hasan y Abdolgader (2012) también
evidenciaron diferencias en la actividad antifingica del sorbato de potasio al variar el pH del
medio de cultivo. Estos autores demostraron que a pH neutro, 2000 ppm de sorbato de potasio
no impidieron el crecimiento de Penicillium expansumy Penicillium notatum en medio de cultivo.
Sin embargo, a pH 5, concentraciones iguales a 500 ppm fueron efectivas por un periodo mayor
a 40 dias, evidenciandose diferencias de sensibilidad entre las cepas ensayadas, a valores de pH
entre 5y 7. Estos resultados demuestran que debido a la escasa actividad antifiingica a pH7, el
uso del sorbato de potasio, aln a concentraciones mayores que las maximas permitidas en
nuestro pais, seria inefectivo para impedir el biodeterioro en los bizcochuelos usados en este
estudio. Esta comprobacién es importante ya que existen a la venta en nuestro pais premezclas
para preparar bizcochuelos que contienen sorbato de potasio, cuya utilidad seria muy limitada

en este tipo de productos de pH cercano a la neutralidad.

En la presente tesis se demostrd que el uso de sorbato de potasio a 1000 ppm a pH 7 resultd
menos efectivo para inhibir el crecimiento de P. crustosum que el envasado en ATM N,:CO;
50:50. La inhibicién lograda con 1000 ppm de sorbato de potasio a pH 7 estuvo entre 6% y 51%
para las cepas ensayadas mientras que en ATM se logré inhibir el crecimiento micelial de las
mismas entre un 60% y 70%. Sin embargo, los estudios combinando el envasado en ATM N,:CO;
50:50 con la adicién de sorbato de potasio a pH 7 mostraron que se logré inhibir completamente
el crecimiento de P. crustosum MG, aun a una concentracidon de 500 ppm. Por otro lado, el uso
combinado de ATM N,:CO; 50:50 con bajas actividades de agua, también resulté efectivo. En
ATM se logré impedir el crecimiento de P. crustosum MG a a,, menores a 0.91, mientras que en
AIRE la inhibicidn total sélo fue posible a 0.84. Estos resultados pueden correlacionarse con los

resultados obtenidos por Guynot, et al (2003). Los autores demostraron que la actividad de agua
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tiene una influencia significativa en el crecimiento fungico y que determina la concentracién de
CO; necesaria, en la ATM de envasado, para prevenir el biodeterioro en bizcochuelos. A su vez,
observaron que combinando ay menores a 0.85 con un envasado en una ATM N,:CO, 50:50, se
podia impedir el crecimiento de cepas aisladas de productos panificados identificadas como A.
flavus y P. corylophilum, mientras que a la misma aw ambas cepas eran capaces de crecer en

presencia de aire.

La combinacién de estrategias como el envasado en ATM con la adicién de sorbato de potasio o
la disminucion de la actividad de agua fueron exitosas para impedir el crecimiento fungico. Esto

|II

es un ejemplo del “efecto barrera” conocido en inglés como “hurdle technology” el cual se basa
en que los alimentos se mantienen aptos para su consumo debido al efecto combinado de varios
mecanismos actuando en simultdneo y no solamente por el uso de una sola estrategia de

conservacién (Berk, 2013).

6.4- Estudio del efecto de diferentes variables en el crecimiento de

Penicillium crustosum en bizcochuelos

Los factores significativos en el crecimiento de P. crustosum NRRL 968 en bizcochuelos fueron la
condicidn de envasado y el tiempo de almacenamiento, siendo también significativa la
interaccion entre ambas. El pH y la concentracién de sorbato de potasio no fueron significativos,
lo cual afirmé que el agregado de conservante no resultaba util en impedir el desarrollo fungico
en los productos estudiados. Guynot, et al. (2004) realizaron estudios similares sobre el
crecimiento de especies de Eurotium (E. amstelodami, E. herbariorum, E. rubrum, E. repens) en
bizcochuelos combinando los factores: actividad de agua, pH, concentracion de sorbato de
potasio y ATM. Los resultados de dicho estudio mostraron que todos los factores fueron
significativos para el crecimiento de especies de Eurotium, asi como también las interacciones
entre ellos. Observaron que todas las combinaciones de sorbato de potasio y ATM fueron mas
efectivas a pH 6 que a pH 7.5. También se observé que a medida que aumentaba la ay era
necesario aumentar la concentracién de sorbato de potasio o la concentracion de CO; en la ATM
para prevenir o retrasar el crecimiento fungico. Los autores mencionaron que la concentracion
de sorbato de potasio podia reducirse si los bizcochuelos se envasaban en una ATM adecuada.
De esta forma, lograron impedir el crecimiento de los hongos estudiados a pH 6 y 7.5 utilizando

una mezcla de gases con contenido de CO, mayor a 70 %, segun la ay, del producto, en ausencia
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de sorbato de potasio. Se establecié que para una a, 0.85 se necesitaba una mezcla de gases
con 70% CO; balanceada con N;, mientras que para productos con a, 0.90 se necesitaba una

atmosfera compuesta de 100% CO,.

Como se menciond anteriormente, los bizcochuelos utilizados en esta tesis, presentaban una ay
de 0.85. La actividad de agua no fue una variable de estudio en este caso, ya que su variacién
seguramente cambiaria las caracteristicas sensoriales del producto, las cuales se buscaba
mantener. Para modificar la actividad de agua del producto podria agregarse glicerol.
Actualmente, existen a la venta premezclas para preparacién de este tipo de productos que
contienen glicerol. Un ejemplo de ellas son las premezclas de origen Israeli “Penta Cake” para la

preparacion de bizcochuelos, la cuales, contienen 3% de glicerol.

A diferencia de lo concluido por Guynot, et al. (2004), en la presente tesis se observd que para
impedir el crecimiento de P. crustosum en bizcochuelos era suficiente envasar los mismos en
una ATM N;:CO, 50:50. Las diferencias en los resultados obtenidos podrian deberse a que los
hongos utilizados en ambos estudios eran diferentes. Estudios de los mismos investigadores
sobre otros contaminantes fungicos como A. flavus y P. corylophilum mostraron que su
crecimiento era inhibido en bizcochuelos con a,, de 0.85 a pHs 6y 7.5, si las mismas se envasaban

en una ATM N3:CO, 50:50 (Guynot, et al., 2003).

Comparando los resultados obtenidos para los ensayos de envasado en ATM en medio de cultivo
con los resultados en bizcochuelos, se puede concluir que una de las variables que permitié el
crecimiento de los hongos en medio PDA fue la elevada ay, la cual es 0.995 (Lahlali, et al., 2006).
Se confirma de esta forma, la importancia de la combinacion de estrategias para inhibir el

biodeterioro de alimentos.

El estudio de crecimiento de P. crustosum en bizcochuelos envasados en ATM N,:CO, 50:50 y
almacenados a 259C por 30 dias mostré que no habia crecimiento fungico en ese periodo de
tiempo. Sin embargo, bizcochuelos inoculados con P. crustosum envasados en AIRE vy
almacenados a 42C mostraron un aumento en la concentracion de ADN del hongo en estudio a
partir del dia 23, aunque este crecimiento no era visible. Estos resultados mostraron que el
envasado en ATM es una mejor estrategia que el almacenamiento en frio (42C) para impedir el
crecimiento fungico durante 30 dias. Ademds el uso de ATM permitiria la comercializacién del
producto a temperatura ambiente, evitando los costos asociados al mantenimiento de la cadena

de frio.
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6.5- PCR en tiempo real para la cuantificacion de crecimiento de Penicillium

crustosum en bizcochuelos

En la presente tesis se decidié utilizar el gen de la beta tubulina para realizar el disefio de primers
especificos para poder cuantificar P. crustosum por PCR en tiempo real. Esta decisidn se basé en
qgue dicha regidn contiene la variabilidad necesaria para diferenciar especies de Penicillium
subgénero Penicillium (Samson, et al., 2004), mientras que otras regiones como la ITS1-ITS2

presentan ambigliedades en ciertos casos.

Los dos juegos de primers disefiados, amplificaron ADN de P. crustosum. Se seleccioné el juego
de primers 2PCrus ya que fue el que presentdé menos interacciones inespecificas. Estas
interacciones podian visualizarse en la amplificaciéon de las reacciones de los blancos, aun
utilizando bajas concentraciones de primers. El juego de primers seleccionado mostré
especificidad, ya que no amplificé especies de Pencillium con un porcentaje de homologia igual

o mayor al 96% en la regién del gen de la beta tubulina con P. crustosum.

El método de PCR en tiempo real disefiado obtuvo un limite de deteccién de 1.4x10°3 ng de ADN.
Los resultados obtenidos mostraron que el método disefiado permitié la cuantificacién de bajas
cantidades de ADN comparado con otros trabajos. Por ejemplo, en trabajos como el de Arquiza
& Hunter (2014), en el cual se disefié un método de PCR en tiempo real para la amplificacion de
P. chrysogenum se obtuvo un limite de deteccion de 0.76 ng de ADN. Mientras que en el método
desarrollado para la deteccidn y cuantificacion de P. expansum se obtuvo un limite de deteccidn
de 0.1 ng ADN (Tannous, et al., 2015). Un limite de deteccidn bajo como el logrado en el presente
trabajo es importante ya que permite detectar y cuantificar cambios en bajas cantidades de ADN.
Lo mencionado anteriormente es fundamental cuando se trata de especies causantes de
biodeterioro, ya que un aumento de crecimiento del hongo puede ser detectado antes de que
los signos de biodeterioro sean visibles. Esto es alin mas relevante cuando se trata de especies

productoras de micotoxinas.
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6.6- Determinacion de vida util

Los bizcochuelos envasados en ATM N,:CO, 50:50 y en AIRE (42C) permitieron el crecimiento de
microorganismos mesofilos (bacterias, hongos y levaduras). Sin embargo, ambas estrategias
retrasaron el crecimiento microbiano en comparacion a lo obtenido en bizcochuelos
almacenados en aire a 252C. En esta ultima condicidon se alcanzé una carga de mesdfilos del
orden de 10° ufc/g a los 10 dias de envasado, apareciendo crecimiento fungico visible en la
superficie del bizcochuelo entre los 4 y 7 dias. En ATM la misma carga de meséfilos se alcanzé
recién a los 29 dias, no detectandose signos visibles de crecimiento fungico en el ensayo (36
dias). A suvez, en los bizcochuelos almacenados en AIRE a 4°C la carga de meséfilos no superd
el valor de 10°ufc/g, salvo en una de las 4 muestras tomadas a los 15 dias de envasado. En dicha
muestra la carga de mesdfilos obtenida fue de 10° ufc/g, lo cual confirma las diferencias ya
comentadas, en la carga microbiana de los bizcochuelos, inclusive en los pertenecientes al
mismo lote. En los bizcochuelos almacenados en las mencionadas condiciones se observd
crecimiento fungico visible a partir del dia 26, por lo cual los dos puntos de muestreo, dias 29 y
36, debieron ser descartados. Estos resultados concordaron con los obtenidos en el estudio de
crecimiento de P. crustosum en bizcochuelos envasados y almacenados en las mismas
condiciones por 30 dias. En el mencionado estudio se observd un incremento en la cantidad de
ADN de P. crustosum, después de 23 dias de envasado, mientras que no se detectd crecimiento

en ATM a 25°C durante todo el ensayo.

De acuerdo a estos resultados, desde el punto microbioldgico, la vida util de los bizcochuelos
almacenados en aire a 25°C, seria menor a 4 dias. Este valor aumentaria a 18 dias para los
bizcochuelos envasados en ATM N,:CO, 50:50 y en AIRE (42C), si se tienen en cuenta los
requisitos microbiolégicos establecidos por la norma mexicana que establece un limite de

mesdfilos de 1x10*% ufc/g.

Sin embargo, la vida util de los productos almacenados en dichas condiciones se limitd por los
cambios sensoriales. Los ensayos sensoriales de aceptabilidad mostraron que los consumidores
presentaron un cambio en su actitud heddnica, volviéndose la misma negativa hacia
bizcochuelos almacenados en ATM por 15 dias, mientras que el mismo cambio en la
aceptabilidad se vio en bizcochuelos envasados en AIRE a 4°C por 22 dias. Estos resultados son
concordantes con los cambios en la frecuencia de uso de los términos para describir a los
bizcochuelo en la pregunta CATA. El producto fue percibido inicialmente, en ambos casos, como
dulce, humedo, blando, esponjoso, liviano y suave. A los 15 y a los 22 dias los bizcochuelos

envasados en ATM y en AIRE respectivamente fueron descritos principalmente utilizando
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términos como duro, se desmiga, sabor extrafio, seco. Este cambio en la eleccién de los términos
indicaria cambios sensoriales perceptibles en los productos caracterizados por un aumento de
la percepcién de sequedad y la disminucion de la sensacién de humedad, lo que explicaria el

cambio en la actitud heddnica de los consumidores.

El almacenamiento de los bizcochuelos, en ambas condiciones de envasado, modificé las
propiedades sensoriales del producto. Dichos cambios fueron percibidos por el consumidor y
ocasionaron un cambio en su respuesta heddnica. Los cambios sensoriales fueron percibidos
primero en bizcochuelos envasados en ATM N,:CO, 50:50 (almacenamiento 252C) que en
bizcochuelos envasados en AIRE (almacenamiento 42C). Estos cambios se relacionaron con la
pérdida de humedad del producto, ya que con el avance de los dias de almacenamiento el
producto se volvié mas seco. La pérdida de humedad podria deberse a una baja humedad
relativa dentro del envase. Al realizar el envasado de los bizcochuelos se realiza una primera
etapa de vacio parcial, para luego inyectar el gas de interés. En esta etapa podria eliminarse el
vapor de agua, por lo cual podria considerarse en ensayos futuros alguna estrategia para
mantener la humedad dentro del envase. Teniendo en consideracidn que esta modificacion
podria generar cambios en la actividad de agua del producto se deberian realizar nuevos ensayos
para validar el envasado en ATM N,:CO; 50:50 como Unica estrategia para impedir el

biodeterioro.
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Conclusiones y perspectivas

El método de conservacion de bizcochuelos en aire a 25°C no asegura una vida util mayor a 4
dias en las condiciones de produccién ensayadas, debido a la aparicién de biodeterioro fungico.
El agregado de sorbato de potasio en la concentracidn maxima autorizada por el Reglamento
Bromatolégico Nacional, no resultaria efectivo en inhibir el biodeterioro y por lo tanto no seria

atil su incorporacidn a la premezcla de preparacion.

Las estrategias de envasado en ATM y almacenado a 259C, y envasado en AIRE y almacenado a
49C, podrian utilizarse para inhibir el deterioro fungico de bizcochuelos, prolongando el
almacenamiento por 21 dias. Sin embargo, dado que la vida util de los bizcochuelos en ambos
casos se vio limitada por los cambios sensoriales relacionados con la pérdida de humedad del
producto, las estrategias utilizadas deberian combinarse con un método de conservacion de
humedad dentro del envase. Esta modificacién podria generar cambios en la actividad de agua

del bizcochuelo, por lo cual deberian realizarse nuevos ensayos para validar el proceso.
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Anexos

Anexo 1- Protocolo 1 de extraccion de ADN

Q

Agregar 500 pL de buffer de lisis al micelio molido bajo nitrégeno liquido. Vortexear.
Incubar 1 hora a 652C

Agregar 1 volumen de fenol: cloroformo: isoamilico (25:24:1)

Centrifugar 10 min a 10000 rpmy a 42C

Separar sobrenadante a un nuevo eppendorf 1.5 mL estéril (aprox. 300 uL)

Agregar 150 pL de NaCl 1 My 150 plL de H,0 destilada estéril. Vortexear

Precipitar con un volumen de isopropanol frio (aprox. 600 pL). Invertir el tubo
suavemente 2 o 3 veces. Incubar a -202C toda la noche

Centrifugar 10 minutos a 10000 rpm a 42C. Descartar sobrenadante

Agregar 100 pL de EtOH 70%

Centrifugar 10 minutos a 10000 rpm a 42C. Descartar sobrenadante

Secar el pellet el tiempo necesario (30’-1h) a temperatura ambiente o en estufa a 359C

Resuspender en 30 L de agua MiliQ
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Anexo 2- Protocolo 2 de extraccion de ADN

*Protocolo adaptado de “Maize Seeds Sampling and DNA Extraction — Report on the Validation
of a DNA Extraction Method from Maize Seeds and Grains” del “Community Reference

Laboratory for GM Food and Feed, 2008” (CRL-GMFF, 2008).

a. Colocar 200 pL de la suspensidn de bizcochuelo en un tubo Eppendorf de 1.5 mL

b. Agregar 700 pL de buffer CTAB y 10 pL de solucion ARNasa 10 mg/mL

c. Incubar a 652C durante 30 minutos

d. Agregar 10 pL de Proteinasa K 20 mg/mL

e. Incubara 652C durante 30 minutos

f. Centrifugar a 12000 g durante 15 minutos.

g. Transferir el sobrenadante a un tubo de 1.5 mL conteniendo 500 uL de cloroformo.
Mezclar por inversion.

h. Centrifugar a 12000 g durante 15 minutos

i. Transferir la fase acuosa superior a un tubo de 2.0 mL

j-  Agregar dos volumenes de solucidn de precipitacion CTAB.

k. Incubar atemperatura ambiente durante 60 minutos.

I.  Centrifugar a 12000 g durante 15 minutos. Descartar el sobrenadante.

m. Disolver el precipitado en 350 uL NaCl 1.2 M

n. Agregar 350 pL cloroformo y mezclar por inversion.

o. Centrifugar a 12000 g durante 10 minutos.

p. Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo de 1.5 mL

g. Agregar 0.6 volumenes de isopropanol. Mezclar por inversion. Incubar durante toda la
noche a -20°C.

r. Centrifugar a 12000 g durante 10 minutos. Descartar el sobrenadante.

s. Agregar 500 puL de EtOH 70%. Mezclar.
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Centrifugar 10 minutos a 12000 g
Secar en estufa a 452C

Resuspender en 100 L de agua MiliQ estéril.

. Se conserva a -202C hasta su utilizacién.
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Anexo3- Boleta de evaluacion sensorial

[ Progress...

Muestra: 578
c',CLlérItD le gusta este bizcochuelo para consumirlo en la situacion que se le plantec': al comienzo del estudio?

M edsgusta Nime gusani Megusta
muchao me disgusta muchao

¢ Compraria este bizcochuelo para la situacion que se le planteo al comienzo del estudio?

Marque todos las palabras que considere adecuadas para describir este bizcochuelo, considerando la situacién
que se le planted al comienzo del estudio:

(] ] (]
Suave Areada Liviana
(] O (] .
Se desmiga Esponjosa Sabor extrano
(] [m] (] .,
Blanda Seca Humeda
(] ] (] )
Sabor anaanja Dura Sabor a limon
(] O ]
Sabor a vainilla Desabrido Dulce
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Anexo 4- Marcadores de peso molecular utilizados

Anexos

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder

0’'GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use

bpng/0.5Spg %

20000 200 40

4100&1 200 40

7, 7000 200 40

7 5000 750 150

< 4000 200 40

7 53000 200 40

g — 2000 200 40

% 1500 800 16.0
@

8 — 1000 250 50

§ -~ 700 250 50

S ~ 500 750 150

& — 400 250 50

— 300 250 50

% — 200 250 50

2 — 75 250 50
=
&

0.5 pafane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 Vfem, 45 min

GeneRuler™ 50bp DNA Ladder

0’GeneRuler™ 50bp DNA Ladder,
ready-to-use

bp ng/05pg %
1000 200 6.0
/900 200 60
—
A X
L] _ 500 750 150
3 —~ 400 200 60
T [ 300 00 60
= —~ 250 750 150
g M 200 B0 70
3 150 %0 70
b — 100 3.0 7.0
=] ) _
L 50 350 70
=z
=
=
o
o™~
0.5 pgfane, 8 cm kngth gel,
1XTEE, 5 V/em, 1 h b
E
e
<
5
[=%
6?-
Yol

0.5 pg/lane, 20 cm length o2l,
1X TAE, 8 Viem, 2 h
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Anexo 5- Buffers y soluciones

Buffer de Lisis

Pesar:

1.2 g de Tris

4 mL0.5MEDTA pH 8.0

1.5 g NaCl

2 g SDS

H20.oiieeenee, c.s.p. 100 mL
Autoclavar

Buffer CTAB

Mezclar:

10 mL 1M Tris-HCL pH 8.4

8.18 g NaCl

5mL0.5 M EDTA pH 8.0

2.0g CTAB

[ 2 DY@ ISR c.s.p. 100 mL
Autoclavar

Solucion de precipitacion con CTAB

Pesar:

1.0 g CTAB

0.5 g Nacl

Agregar 100 mL de H,0 destilada
Ajustar a pH 8.0 con NaOH1 M
Completar el volumen hasta 200 mL
Autoclavar
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Anexo 6- Medios de cultivo

Medio Czapek yeast extract agar (CYA)

KoHP O gu e vttt sttt s lg
Concentrado CzapeK......ccocevveeveececeveeveececeenins 10 mL
Solucion de metales traza......ccceeeeevevcevvceee. I mL
Extracto de levadura en polvo.........cccceeeveuennene. 5g

Y- [0 0 11 PSPPSR PRI 30¢g
AN it e e s 15¢g
Agua destilada......ccceceeviveece e, 1L
pH final 6.7

Autoclavar

Concentrado Czapek

NaNOs....ccovieiereeeiee e 30¢g

KClteee e 5g
MgS04.7H20...cccoi e, 5g
FeS04.7H30..c.ciiiiiieiceieees 0.1lg
Agua destilada........coccerverenee. 100 mL

No se autoclava

Solucion de metales traza

CUSO4.5H20 ................... 0.5 g
ZnS04.7H,0.......cvevneee lg
Agua destilada................ 100 mL

No se autoclava

Yeast Nitrogen Base Glucose Agar (YNBGA)

2] O 6.78
Glucosa......ccceververenee. 10g
JAY=2] SR 15¢g
Agua destilada............... 1L
Autoclavar

Yeast Extract Sucrose (YES)

Extracto de Levadura........ccceuuenueee. 150¢g
Y- (0= 0 13- [ RO ORI 20g
Agua destilada......cccceeeveiriniineeene, 1L
Autoclavar
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