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1. RESUMEN

En el presente trabajo se evalud la inhibicion y eliminacién de microorganismos
(mohos) en una linea de productos (Malvaviscos, mentas y cremas de naranja) en
la empresa Wong's S.A. de C.V. Para tal fin se empled un conservador de origen
natural conocido comercialmente como Nuevo Desfan-100 (ND-100), que es un
desinfectante organico, bactericida, fungicida y algicida. Su ingrediente activo es el
extracto citrico de semillas de toronja (Citrus maxima) y dependiendo de la dosis
empleada tiene efecto bacteriostatico o bacteriolitico.

El trabajo se desarrollé en tres etapas: en la primera se definié la dosis de ND-100
que debia aplicarse a los malvaviscos y productos de fondant (mentas y cremas
de naranja) tomando como principal criterio la evaluacion sensorial. Se encontro
que las dosis de 0.01% y 0.03% se pueden aplicar sin ningun problema a los
malvaviscos, mentas y cremas de naranja, pues no se percibe residual amargo en
los productos cuando estos se cubren con chocolate.

En la segunda etapa se evaluo el efecto inhibidor del ND-100 en una cepa de
mohos. De acuerdo con los resultados obtenidos en la primera etapa se considero
la dosis de 0.03% como la mas apta para realizar las pruebas y comprobar el
efecto inhibidor en los mohos. Con la dosis de 0.03%, se observo una disminucion
en el desarrollo de estos microorganismos en un 62.76% en el caso de los
malvaviscos y un 74.99% para las mentas, al dia uno de su aplicacion. En el caso
de las cremas de naranja se considero innecesario realizar la segunda y tercera
prueba por presentar caracteristicas muy similares a las mentas.

En la tercera etapa se realizdé una resiembra de las muestras de malvavisco y
menta a los 15 y 30 dias de aplicado el ND-100, esto con el fin de evaluar el
efecto inhibidor del ND-100 en los mohos como consecuencia del efecto residual
que posee dicho conservador. Se observdé que hubo una disminucion en el
desarrollo de estos microorganismos en un 85.10% en malvaviscos y un 100% en
mentas.

Por lo anterior se recomienda aplicar el ND-100 en los productos de malvavisco,
menta y cremas de naranja a nivel planta a una concentracion de 0.03% por no
afectar el sabor de estos productos y por que disminuye de manera notable el
desarrollo de los mohos.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El presente informe describe una parte de las actividades realizadas a lo largo de
mi trayectoria profesional, como requisito para la titulacion por Experiencia
Profesional. A través de la experiencia adquirida en el campo laboral, los
fendmenos biolégicos y los conocimientos tedricos (teorias, técnicas vy
metodologias de investigacion) aprendidos durante mi formacién académica han
adquirido un sentido mas amplio y mas profundo.

De entre todas las actividades que he desarrollado a lo largo de mi trayectoria
profesional propuse el siguiente trabajo por ser uno de los mas recientes y
ademas de que permitia desarrollarlo como un trabajo de investigacion mas que
como un informe de actividades. Sin embargo, es importante mencionar que el
presente trabajo no se apega totalmente a lo que esperariamos de un informe
realizado en algun centro de investigacion, debido a que los tiempos y las politicas
de la empresa donde se desarrollo la investigacion son diferentes.

Este informe no solo reporta datos y resultados que sirvieron en su momento para
tomar una decision y resolver un problema, también expresa de manera indirecta
la diferencias que pueden existir entre la investigacién del sector académico y el
privado.

La investigacidon se desarrollo en una empresa del sector alimenticio (confiteria) a
raiz de un problema de contaminacién micribiolégica, detectado en la vida de
anaquel de algunos productos.

En Wong’'s S.A. de C.V. se fabrican diversos productos de entre ellos el
malvavisco y los productos de fondant (mentas y cremas de naranja), son mas
susceptibles de presentar y desarrollar mohos y levaduras debido a su mayor
contenido de humedad y a su proceso de produccion. De acuerdo con
observaciones hechas durante el seguimiento de vida de anaquel en los productos
de fondant (mentas y cremas de naranja), se encontré que a partir de los cinco
meses de manufacturados, comienza a desarrollarse de forma visible el micelio
de los mohos; y en el caso de los malvaviscos, si las condiciones ambientales son
favorables también puede llegar a desarrollarse el micelio, lo que provoca una
mala apariencia en el producto y origina el rechazo por parte del consumidor.

Con el propésito de controlar este defecto en los malvaviscos y productos de
fondant (mentas y cremas de naranja) se decidié emplear un conservador natural
que inhibiera y a la vez eliminara los mohos sin alterar las caracteristicas fisicas y
sensoriales de los productos mencionados. Para ello se propuso evaluar dicho
conservador aplicandolo directamente en los productos.
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3. INTRODUCCION
3.1 Un poco de historia.

Wong’s S.A de C.V es una empresa del ramo de la confiteria, fue fundada hace 75
afios por una familia de emigrantes chinos; la tercera generacion de la familia
Wong’s se mantuvo al mando de la empresa hasta 1995, ano en el que fue
vendida a unos empresarios mexicanos quienes se encargaron de impulsar
nuevamente la produccion y comercializaciéon de la Vaquita, chocolate de gran
tradicién en México. Junto con la linea de chocolates macizos se impulsé también
la produccion de una linea de productos de malvavisco y fondant cubiertos con
chocolate.

La fabricacion de los diferentes productos en Wong's siguen un complejo camino
que se divide en dos lineas de producciéon: una comprende la fabricacién de
chocolate y otra la elaboracion de malvaviscos y dulces de fondant.

3.2 Productos que se elaboran en wong’s y su proceso de produccion.

La produccién del chocolate en Wong’s inicia con la compra del cacao fermentado
(Theobroma cacao) proveniente de Tabasco y Chiapas. Al momento de recibir las
habas de cacao en la planta de produccién se realiza una evaluacion sensorial.
Una vez que el cacao es aceptado se procede al descascarillado, tostado vy
alcalinizado, para posteriormente ser molido, obteniendo asi un producto conocido
como licor de cacao el cual se utiliza como materia prima para la producciéon del
chocolate o se puede prensar para obtener como subproductos cocoa y manteca
de cacao, materias primas basicas para la produccion del chocolate (Beckett,
1998). En todo este proceso se lleva a cabo un estricto control de calidad que
comprende tanto analisis fisicoquimicos como microbiolégicos de las materias
primas obtenidas del cacao.

Con las materias primas obtenidas del cacao: licor de cacao, manteca de cacao y
cocoa se fabrica el chocolate en su variedad de chocolate con leche y chocolate
semiamargo. Para ello, se sigue un proceso de mezclado, refinado y conchado,
cada una de estas etapas influye de manera importante en el desarrollo del sabor.

Una vez concluida la etapa de conchado, si la viscosidad no es la adecuada se
procede a ajustar la viscosidad del chocolate entre 18 000 y 22 000 cps, con el
propésito de favorecer el flujo del chocolate a través de las tuberias y cumplir con
un requisito de formulacién. Una vez que es ajustada la viscosidad del chocolate
se bombea a los tanques de almacenamiento donde se conservara en agitacion a
una temperatura de 40°C hasta el momento de su utilizacién.

Algo que es importante mencionar es qué el chocolate como producto terminado
es poco susceptible de presentar y desarrollar mohos, levaduras y bacterias,
debido principalmente a su baja humedad (menos del 1%) y al proceso de
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produccion qué en él interviene. Los cambios bruscos de temperatura (calor 60 °C
a frié 10 °C) ayudan a eliminar los microorganismos que estan presentes y los que
logran sobrevivir no encuentran la humedad suficiente para realizar sus
actividades metabdlicas y de reproduccion.

Por otra lado, esta la linea de produccion del malvavisco y fondant, la cual sigue
un camino diferente al del chocolate.

El malvavisco es un producto elaborado con sacarosa, grenetina, glucosa, agua e
ingredientes adicionales como: conservador, color y sabor artificial.

El proceso de produccion consiste en realizar un jarabe con agua, sacarosa,
grenetina y glucosa, llevar a ebullicion y posteriormente batir en una maquina
especial para ello, hasta adquirir una consistencia esponjosa, ahi mismo se
adiciona el color, sabor y conservador.

Una vez elaborado el malvavisco se vacia sobre la tolva de una maquina conocida
como mogul, el malvavisco se deposita perfectamente y de forma continua en las
impresiones hechas sobre molduras de almidon, se deja reposar 24 h y se saca
del almidon eliminando el excedente del mismo haciéndolo pasar por una corriente
de aire. Posteriormente el malvavisco se coloca en una banda transportadora de
forma manual y se hace pasar por un bafio de chocolate semiamargo (trampado).
Posteriormente esa misma banda cruza un tunel frigorifico que se encuentra a una
temperatura de 12° C. Al final del tunel el malvavisco es colectado para su
empagque final (Wong’s, 2002)

La fabricacion del fondant sigue un camino similar al del malvavisco en algunas
etapas. Inicia con la preparacion de un jarabe saturado de azucar (agua, sacarosa
y glucosa), él cual se hace pasar por una maquina la cual se encarga de evaporar
el agua a 117-118°C hasta llegar a un concentrado de 85-90% de sdlidos,
posteriormente se enfria rapidamente a 40°C, mientras que esta siendo sometido
a agitacién para dar lugar a un rapida nucleacion y cristalizacion (Tsheuschner,
2001). Después de este proceso se forma el fondant el cual tiene la apariencia de
una pasta que se puede considerar como una suspension de cristales finos de
azucar en un jarabe saturado. Normalmente el tamafio de los cristales es
alrededor de 10 um. Una vez obtenido el fondant se vacia a unas marmitas donde
se homogeneiza el tamafio de los cristales mediante agitacion a una temperatura
de 100°C, se ajusta la viscosidad del producto y se adiciona el sabor y color, ya
sea para mentas o cremas de naranja.

Posteriormente la pasta es vaciada en la tolva de una maquina conocida como
mogul, por la cual circulan unos cofres de madera que contienen almidén
previamente moldeado con la forma circular de la menta, se inyecta el fondant en
las impresiones de almidon y se deja reposar 24 h, luego se sacan las piezas del
almidon eliminando el excedente del mismo con una corriente de aire. A partir de
ahi se sigue el mismo procedimiento que en el malvavisco (Wong'’s, 2002).
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4. MARCO TEORICO
4.1 Desarrollo de microorganismos en productos de confiteria.

La tecnologia de elaboracion de dulces se basa esencialmente en la ciencia y arte
del manejo del azucar, su principal ingrediente, ello se debe a que con el azucar
se pueden obtener efectos especiales en textura. Estos se logran principalmente
mediante la regulacion del estado de cristalizacion del azucar y de las
proporciones relativas de azucar y humedad.

Ademas del azucar podemos encontrar otros ingredientes en los confites, como
aceites vegetales, leche y productos lacteos, cacao y chocolate, gomas, jarabe de
azucar para revestimiento, pectinas, grenetinas, almidones, frutas en forma de
mermeladas, colorantes, saborizantes, acidulantes, etc. (Silliker y Elliot.1985).

Cada una de las materias primas antes mencionadas puede ser fuente potencial
de microorganismos, por ello se requiere contar con un adecuado aseguramiento
de la calidad que garantice qué las materias primas que se reciben se encuentran
sanitariamente aceptables.

Una gran ventaja, es qué la mayor parte de los productos de confiteria no se halla
sujeto a alteraciones microbianas debido a su elevado contenido en azucar y su
escasa humedad. Se exceptuan los bombones con rellenos blandos de “fondant” o
de “azucar invertido” que bajo ciertas condiciones revientan. Ciertas levaduras y
algunas especies de Clostridium que crecen en estos dulces desarrollan una
presidn gaseosa que puede romper el bombon o mas a menudo, hara salir al
exterior parte del jarabe o “fondant” a través de algun punto débil de la cubierta de
chocolate (Frazier y Westhof; 1978).

Las alteraciones sufridas en los azucares y las soluciones azucaradas
concentradas se limitan a las causadas por los microorganismos osméfilos, es
decir, los capaces de crecer a presiones osmoéticas muy altas (Brock T.D., 1978).
Entre ellos se encuentran algunas especies pertenecientes a los géneros
Leuconostoc y Bacillus, ciertas levaduras especialmente del género
Sacharomyces y algunos mohos. A medida que disminuye la concentracién de
los azucares aumenta el numero de microorganismos capaces de desarrollarse en
estas soluciones.

Todos los organismos requieren agua para la vida y la disponibilidad del agua es
uno de los factores mas importantes que afectan el crecimiento de los
microorganismos. La disponibilidad del agua no depende solamente del contenido
de agua que haya en el ambiente, sino también de la afinidad que tienen por ella
algunos solutos. Por ejemplo, las sales y los azucares disueltos en agua, tienen
gran afinidad por éste disolvente(Tomas D. Brock y Michael T. Madigan, 1993).
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La disponibilidad del agua se expresa generalmente en términos fisicos como
actividad acuosa o potencial de agua. En la microbiologia de los alimentos la
actividad acuosa (aw), se expresa como la relacion de la presién de vapor del
agua del aire sobre una sustancia o solucién, dividida por la presion de vapor a la
misma temperatura de agua pura. En palabras mas sencillas la actividad acuosa
es la fraccidbn del agua que sirve para que se lleven a cabo las reacciones
quimicas, enzimaticas y microbiolégicas en los alimentos. A mayor actividad
acuosa las reacciones bioldgicas, quimicas y enzimaticas son mas rapidas. A
menor actividad acuosa las reacciones son mas lentas.

La disponibilidad del agua para los microorganismos, se ve afectada no solo, por
la cantidad y afinidad de la misma con los solutos de una solucion, sino ademas
por la forma fisica como se encuentra unida el agua al soluto.

La actividad acuosa tiene una gran influencia en el crecimiento de los
microorganismos, los que mas agua requieren son las bacterias (> 0.91), después
las levaduras (>0.88), y finalmente los hongos (>0.80); de todos, las bacterias
patdbgenas son las que necesitan actividades acuosas mayores para su
crecimiento, mientras que las levaduras osmdfilas se pueden desarrollar en
actividades acuosas > 0.60 (Badui Salvador;1990). La alteracion microbiana de
los productos de confiteria puede considerarse en funcion de los datos sefalados
enlatabla1y 2.

Tabla 1

Actividad de agua en diversos productos
azucarados

Tipo de producto aw
Fondant 0.75-0.84
Gelatinas de frutas 0.59-0.76
Mazapan 0.65-0.70
Malvavisco 0.63-0.73
Chicles y pastillas 0.51-0.64
Chocolate 0.37 -0.50
Caramelo <0.48
Dulces hervidos <0.30
Datos de Cakebread (1971) y Hilker (1976).
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Tabla 2.

Minima actividad del agua (aw) en la que
pueden crecer diferentes microorganismos.

Grupo Minima aw
Bacterias:
Escherichia coli 0.935-0.960
Salmonella sp. 0.945
Bacillus subtilis 0.950
Sarcina sp. 0.915-0.930
Micrococcus roseus 0.905
Staphylococcus aureus 0.900
Halobacterium sp. 0.750
Hongos filamentosos:
Aspergillus niger 0.88
Aspergillus glaucus 0.78
Xeromyces bisporus 0.60
Levaduras:
Candida utilis 0.94
Schizosaccharomyces sp. 0.93
Levaduras diversas 0.88
Saccharomyces rouxii 0.60

Datos de scoot. W. J. 1957. Advan. Food Res. 7:83-127
Y de Mossel, D.A. A. 'Y M. Ingram. 1955. J. Appl. Bacteriol.18:232-268.

4.2 Caracteristicas de los mohos y levaduras

Como se ha visto, tanto las bacterias como los mohos y las levaduras son capaces
de desarrollarse en los productos de confiteria, sin embargo, este estudio se
centrara basicamente en los mohos, ya que son los principales responsables de
causar la mala apariencia en los productos de malvavisco y fondant, sin embargo
también se dara de forma tedrica una descripcion breve de las caracteristicas mas

importantes de las levaduras.
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4.2.1 Mohos.

El termino “moho” se refiere a una entidad dificil de definir. Los mohos no
corresponden a un grupo sistematico homogéneo, aunque se situan dentro de
diversas familias de hongos microscépicos. Los mohos pertenecen a casi todos
los grupos de hongos. Aunque son particularmente numerosos en:

- Los Zigomicetes: orden Mucorales
- Los Ascomicetes: orden Eurotiales, Microascales y Esferiales.
- Los Deuteromicetes, orden hifales

Los mohos son “saprofitos”, es decir se desarrollan a expensas de sustratos
inertes 0 en vias de descomposicion, los mohos poseen un aparato vegetativo
constituido por: un talo filamentoso, el micelio, cuyos filamentos se denominan
hifas; el micelio puede diferenciarse en érganos muy variados segun los grupos,
especializados en la multiplicacion y en la diseminacion, que se conocen con la
denominacion global de esporas (Banwart, 1982).

La alteracion de los productos alimenticios por mohos se debe a las
modificaciones que estos producen durante su desarrollo: toman del sustrato
todos aquellos elementos propios para edificar su contenido celular y para producir
la energia necesaria para sus procesos vitales, transformandolos gracias a sus
poderosos sistemas enzimaticos.

Antes de poder ser utilizados, los compuestos de peso molecular elevado, como
los polisacaridos (sustancias pécticas, hemicelulosa, celulosa) o de reserva
(almidon), los lipidos y las proteinas son transformados en moléculas mas simples
gracias a las hidrolasas (celulasas, amilasas, lipasas, proteinazas, etc.). Por otra
parte, las reacciones de oxidacion y de reduccion son realizadas gracias a
oxidasas, peroxidasas, deshidrogenasas, desmoldasas, etc.

El estudio del metabolismo de los mohos muestra que estos organismos se
comportan como notables agentes de biosintesis o de bioconversion. Los mohos
son aptos para extraer o transformar la mayor parte de los componentes de los
alimentos.

Los mohos utilizan como fuente de carbono numerosas moléculas organicas
(glucidos, aminoacidos, acidos organicos, compuestos policiclicos, alcaloides, etc.)
La mayoria de los mohos utilizan todo tipo de fuentes de nitrégeno (nitrico,
amoniacal y organico) aunque algunas especies solo pueden crecer en presencia
de nitrégeno organico (Burgeois, Mescle y Zucca.1994).
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El azufre el fosforo, el potasio, el magnesio y los oligoelementos los obtienen con
facilidad de los sustratos que invaden.

Desde el punto de vista practico, las modificaciones quimicas que realizan los
mohos de las sustancias alimenticias se traducen en alteraciones del valor
nutritivo, alteraciones de las caracteristicas organolépticas, en dificultades de
conservacion y a veces en enfermedades (micosis, alergias) o intoxicaciones
(micotoxinas).

4.2.1.1Condiciones de desarrollo de los mohos:

Disponibilidad de Oxigeno. La cantidad de oxigeno disponible es un
factor importante en el desarrollo de los hongos. La mayoria son aerobios.
Los mas exigentes viven en las regiones periféricas de los sustratos, los
menos pueden hacerlo en profundidad. Algunos soportan incluso una
anaerobiosis muy estricta.

Temperatura. La temperatura juega un papel preponderante en el
crecimiento del micelio; interviene igualmente en la esporulacion y en la
germinacién de las esporas. La mayoria de los mohos se desarrollan entre
15 y 30°C. Sin embargo hay algunos que logran un crecimiento lento
aunque significativo a —6°C. Los mohos resisten temperaturas muy bajas o
muy altas; sus esporas sobreviven y permanecen aptas para germinar
cuando se recuperan las condiciones normales.

Humedad. La humedad tiene gran influencia sobre el desarrollo de los
mohos: no solamente sobre el crecimiento miceliar y la esporulacion, sino
especialmente sobre la germinaciéon de las esporas. Mas que la humedad
del sustrato, es la disponibilidad de agua (aw) el parametro importante para
los mohos. A 25°C, algunas especies (xerdfilas) pueden crecer a una aw
<0.75 como los Aspergillus sp. del grupo glaucus, A. Halophilicus, A.
Restrictus, Mallemia sebi, Xeromyces bisporus que evidentemente se
encontraran sobre frutas secas, confituras, leche en polvo y derivados de
cereales. El mayor inconveniente es que no se ponen en evidencia en el
laboratorio en medios hidréfilos. Sin embargo, la mayoria de los mohos
prefieren una aw mas elevada, de 0.80 a 0.95 incluso a veces la saturacion.

PH. La mayoria de los mohos no son demasiado exigentes en cuanto al pH,
por otra parte saben ajustarlo rapidamente a su conveniencia. La mayoria
prefieren sustratos con un pH entre 4 y 8, aunque algunos toleran pHs
mucho mas acidos o muy alcalinos.
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4.2.2 Levaduras.

Es dificil dar una definicion simple y precisa del termino “levaduras”, pues incluye
un grupo bastante heterogéneo de hongos. Sin embrago es posible definirlas
como hongos microscopicos que, en un estadio de su ciclo bioldgico, se presentan
en forma unicelular y se multiplican por gemaciéon la mayoria, y por escision
algunos. Este grupo de microorganismos comprende unos 60 géneros y unas 500
especies.

La capacidad de las levaduras de formar esporas de origen sexual dentro de un
asca, o exteriormente a través de un basidio, permite localizarlas respectivamente
en la clase de Ascomicetes y Basidiomicetes. Las especies de las que no se
conoce su estado sexual (=estado perfecto) se incluyen dentro de la clase de
hongos imperfectos o Deuteromicetes (Banwart, 1982).

Las células de las levaduras son generalmente ovoides o esféricas, a veces
cilindricas o con formas especificas: ojivales, triangulares, en forma de limén, su
tamano varia de 2-50 micras.

Las levaduras estan desprovistas de clorofila y, por lo tanto, son incapaces de
producir los compuestos organicos necesarios para su crecimiento a partir de
sustancias minerales, como lo hacen los vegetales superiores, las algas y algunas
bacterias. Son pues saprofitas y a veces parasitas.

Las levaduras osmdfilas (a excepcion del Debaryomices hansenni) son anaerobios
facultativos que se multiplican rapidamente en aerobiosis, pero provocan un
fermentacion intensa en anaerobiosis. Las levaduras osmofilas utilizan
preferentemente la fructosa cuando se desarrollan sobre azucar invertido con
cantidades equimoleculares de glucosa y fructosa.

Las levaduras no dan lugar a intoxicaciones alimentarias y unicamente Candida
Albicans y Cryptococcus neoformans son patdégenas. Aunque no originan
problemas sanitarios en los alimentos si ocasionan alteraciones en algunos de
ellos: productos azucarados y acidos. Las levaduras toleran mejor los azucares
que las sales (Burgeois, Mescle y Zucca .1994).

4.2.2.1 Condiciones de desarrollo de las levaduras:

- Disponibilidad de Oxigeno. Para su crecimiento necesitan oxigeno,
fuentes de carbono organicas y nitrdgeno mineral u organico, diversos
minerales y una temperatura y pH adecuados. Todas las levaduras utilizan
la D-glucosa, la D-fructosa y la D-manosa. Las levaduras utilizan
numerosos sustratos carbonados, bien sea por via oxidativa unicamente
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« (Crytococcus, Rhodotorula) o, por via fermentativa. En este ultimo caso, via
fermentativa o anaerdbica, se produce etanol y CO2.

+ Temperatura. La temperatura de crecimiento estd comprendida entre 5 y
37°C, el valor optimo se sitia hacia los 25°C. En algunos casos la
multiplicacion vegetativa tiene lugar incluso a 0°C, pero el crecimiento es
muy lento.

+ Humedad. El contenido de agua del medio es también un factor importante
para el crecimiento. Algunas levaduras son osmotolerantes y soportan aw
del orden de 0.65 (Zygosaccharomyces rouxii), valor al que ningun otro
microorganismo puede desarrollarse.

+ PH. El pH optimo para el crecimiento de las levaduras varia de 4.5 a 6.5
aunque muchas especies toleran grandes variaciones de pH (de 2.8-8.5).

4.3 Control microbiano con agentes quimicos

Un antimicrobiano es una sustancia quimica que mata o inhibe el desarrollo de
los microorganismos. Esa sustancia puede ser sintética o natural. Los agentes que
matan organismos se llaman agentes “germicidas”, con un prefijo que indica la
clase de organismo al que matan. Asi, tenemos agentes bactericidas, fungicidas
y algicidas. Un agente fungicida mata hongos, los agentes que no matan, sino
que solamente inhiben el crecimiento se llaman agentes “estaticos” y podemos
hablar de agentes bacteriostaticos, fungistaticos y algistaticos. La distincion
entre un agente “estatico” y un “cida”, es a menudo arbitraria, pues un agente es
cida a altas concentraciones y puede ser estatico a concentraciones menores.
Para ser efectivo, un agente estatico debe estar presente continuamente ya que si
se elimina o se neutraliza su actividad, el organismo presente puede iniciar su
desarrollo, si las condiciones son favorables (Brock T.D y Madigan M.T. 1993).

Los agentes antimicrobianos pueden variar en su toxicidad selectiva. Algunos
actuan de un modo no selectivo y tienen efectos similares sobre células de todos
los tipos. Otros son mucho mas selectivos y mas toxicos para los microorganismos
que para los tejidos animales. Los agentes antimicrobianos con toxicidad
selectiva son especialmente utiles como agentes quimioterapeuticos en el
tratamiento de las enfermedades infecciosas, ya que se pueden emplear para
matar a los microbios causantes de la enfermedad, sin causar dafo al huésped
(ver tabla 3).
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Tabla 3

Diferentes modos de accion selectiva de los antimicrobianos.

Modo de accion

» Combinacion con los grupos SH de las proteinas

* Precipitacion o inactivacion de proteinas

* Disolucién de lipidos y desnaturalizacion de proteinas
* Rompimiento de enlaces 3 1-4 glucosidicos

* Interaccién con los fosfolipidos de la membrana.

* Inhibicidon de enzimas

» Agentes oxidantes

Los agentes antimicrobianos afectan el crecimiento en varias formas. Se pueden
observar tres clases diferentes de efectos cuando se adiciona un agente
antimicrobiano a un cultivo de mohos. Como ya se menciono, un efecto
fungistatico se observa cuando el crecimiento se inhibe, pero no hay la accién de
matar. Los agentes fungistaticos suelen inhibir la sintesis de proteinas y actuan
fijandose sobre los ribosomas. Sin embargo, esta unién no es muy firme y cuando
se disminuye la concentracion del antimicético el ribosoma se ve libre y se vuelve
a dar el crecimiento. Los agentes fungicidas evitan la proliferacion e inducen la
muerte pero no tiene lugar la lisis o ruptura celulares, éstos generalmente se unen
muy intimamente con sus blancos celulares y no pueden eliminarse por dilucion.
Los agentes bacterioliticos inducen la muerte por lisis celular, lo que se observa
como una disminucion en él numero de células. Los agentes bacterioliticos
incluyen a los antibidticos que inhiben la sintesis de la pared celular, como la
penicilina, asi como los agentes que actuan sobre la membrana celular.

Los antimicrobianos tienen diferentes modos de actuar en la célula y pueden ser

muy especificos o muy generales, también pueden unirse a su blanco de
diferentes formas (ver tabla 4).
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Tabla 4

Diferentes formas de unirse de los antimicrobianos
a su blanco en la célula.

Blanco en la célula

e Pared celular
» Membrana celular
* Proteinas

« DNA
 Ribosomas
e Enzimas

4.4 Desinfectantes y antisépticos.

Son agentes antimicrobianos que se usan en situaciones muy diferentes. Los
desinfectantes son sustancias que matan a los microorganismos y se usan sobre
objetos inanimados. Los antisépticos, por otro lado, son agentes quimicos que
matan o inhiben el desarrollo de microorganismos y que no son suficientemente
téxicos para su aplicacion sobre tejidos vivos. Los agentes quimicos
antimicrobianos que se suelen denominar germicidas, tienen un amplio uso en
situaciones donde no es practico usar calor en la esterilizacién (Brock T.D vy
Madigan M.T. 1993).

Aunque las pruebas de germicidas en las condiciones de laboratorio es
relativamente sencilla en la practica la determinacion de la eficacia suele ser muy
dificil. Esto se debe a que muchos germicidas son neutralizados por materiales
organicos, de modo que la concentracion del germicida no se mantiene durante
suficiente tiempo. Ademas, los mohos y otros microorganismos estan recubiertos
de particulas y la penetracién del agente quimico a las células viables puede ser
lenta o nula. También las esporas de mohos y bacterias suelen ser muy
resistentes a los germicidas. Asi la efectividad del germicida finalmente debe ser
probada bajo condiciones pretendidas de uso. Se debe destacar que los
tratamientos con germicidas no necesariamente esterilizan. Se define esterilidad
a la ausencia total de organismos vivos y la esterilizacion con sustancias quimicas
requiere periodos largos de contacto bajo condiciones especiales.
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4.5 Conservacion quimica de los alimentos.

Aunque las sustancias quimicas nunca se deben utilizar para sustituir una higiene
cuidadosa en los alimentos, hay numerosos agentes quimicos antimicrobianos que
se utilizan comercialmente para controlar el crecimiento microbiano de los
alimentos. Aunque hay una gran cantidad de sustancias antimicrobianas que
probablemente sean adecuadas como conservadores de alimentos, solo algunas
han sido clasificadas por la administracion de alimentos y farmacos de EUA (U.S.
Food and Drug Administration) “como generalmente seguros” y tienen una gran
aplicacién en la industria alimenticia. Muchas de estas sustancias, como el
propionato de sodio, se han utilizado por muchos afos sin evidencia de toxicidad
humana. Otras, como los nitritos, los 6xidos de etileno o de propileno, o los
antibidticos, son sustancias mas controvertidas por la evidencia de que estos
compuestos causan detrimento a la salud humana (ver tabla 5).

Los nitritos pueden reaccionar a pH &acido con las aminas secundarias del
organismo para formar nitrosamina, una clase de compuestos quimicos
potencialmente carcinogénicos. Los éxidos de etileno y de propileno son agentes
quelantes y, por consiguiente, mutagénicos y se ha sugerido que estos
compuestos también son carcinogénicos.

En los ultimos afnos se han buscado nuevos conservadores que tengan la
capacidad de proteger los alimentos sin afectar la salud humana. Sin embargo ha
sido una tarea dificil ya que ha veces se requiere de muchos afios para conocer
los verdaderos efectos de las sustancias quimicas en la salud humana. A pesar de
ello han aparecido conservadores de origen natural que han tenido un buen efecto
en la inhibicion de los microorganismos y en los cuales no se han detectado hasta
el momento efectos toxicos. Entre estas sustancias estan los extractos de algunas
plantas, por ejemplo se puede destacar el extracto citrico de semillas de toronja
que ya ha sido probado con éxito en la industria alimentaria, sin embargo una
desventaja de esta sustancia es el residual amargo que deja en los alimentos, a
mayor concentracion el efecto antimicrobiano es mejor pero el residual amargo se
intensifica notablemente afectando la calidad de los productos.

4.6 Conservador natural (Nuevo Desfan-100).

El ND-100 es un conservador natural, desinfectante organico, bactericida,
fungicida, algicida, y dependiendo de la dosis tiene efecto bacteriostatico o
bacteriolitico (Janssen. 1988).

El Nuevo Desfan-100 es un extracto citrico de las semillas de toronja (Citrus

maxima), su ingrediente activo aun no se conoce con exactitud pues el extracto es
una mezcla de compuestos muy diversos, entre los que podemos mencionar estan
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algunos acidos organicos, acido citrico y flavonoides (Cartaya, Reynaldo y
Nogueiras, 2002). Ademas como Nuevo Desfan-100 contiene acido ascorbico
natural y glicerina organica como estabilizante .

Tabla 5

Conservadores quimicos utilizados en algunos alimentos.

Sustancia quimica Alimentos

Propionato de sodio o calcio Pan

Benzoato de sodio Bebidas carbonatadas, jugos de frutas,
encurtidos, margarina conservas Yy
confites.

Cloruro de sodio (salmueras) Aceitunas

Acido citrico Dulces

Acido sérbico Productos citricos, quesos, encurtidos,
ensaladas.

Bidxido de azufre, sulfitos, bisulfitos Frutas y legumbres secas, vino.

Formaldehido (del proceso de Carne, pescados

Ahumado de alimentos)

Oxidos de etileno y propileno Especias, frutas secas, nueces

Nitrito de sodio Jamon ahumado, tocino.

A las dosis que se utiliza el Nuevo Desfan-100 en los alimentos no genera
toxicidad, es biodegradable y tiene efecto deodorizante, actua por contacto, por lo
gue no genera inmunoresistencia microbiana, su alta solubilidad permite que sea
facil de transportar por microcapilaridad por lo que puede considerarse como
semisistemico de contacto. Puede mezclarse con productos de naturaleza acida
y/o alcalina sin alterar su efecto bactericida, fungicida o algicida. Para propdsitos
de este trabajo se abreviara el nombre de Nuevo Desfan-100 a ND-100 (Rodza,
2003).

El ND-100 es un producto nuevo en el mercado, sin embargo sus efectos
germicidas son notorios y ésta siendo utilizado ya por algunas industrias
alimentarias importantes en el pais. En Venezuela se han realizado algunos
estudios donde se aplicaron extractos citricos a polluelos para combatir la
enfermedad de la coccidiosis aviar y no se detectaron efectos toxicos en los
animales (Tamasaukas, Ruiz, Theis, De Basilio, Herrera, Aguirre y Roa. 1997). Se
han planteado algunos mecanismos por medios de los cuales el ND-100 ataca a
los microorganismos, sin embargo no se conoce con exactitud los receptores a los
cuales se une para actuar.
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4.7 Mecanismos de accion del ND-100.

Se han propuesto algunos mecanismos mediante los cuales el ND-100 actua en
las células de los microorganismos, estos mecanismos estan dados a nivel
bioquimico sobre la pared celular y membrana plasmatica. Como éste trabajo se
centro basicamente en los mohos, los mecanismos que se sugieren a continuacion
se detallan sobre una célula eucariotica tipica de los hongos.

4.7.1 Rompimiento de enlaces beta 1-4 glucosidicos de la pared celular.

La pared celular de los hongos es una estructura rigida que recubre la membrana
celular y proporciona soporte y proteccion. Las paredes celulares fungicas se
parecen a las paredes celulares de las plantas en su estructura, pero no
quimicamente. Aunque en las paredes de algunos hongos hay celulosa,
muchos de ellos contienen paredes no celulosicas. La quitina, un polimero de la
N-acetilglucosamina es un constituyente comun de las paredes celulares fungicas.

La quitina se extiende en haces de microfibrillas como la celulosa; en algunas
paredes celulares de los hongos la quitina es remplazada por otros glucanos,
como mananos, galactosanos, y quitosanos. En general las paredes celulares
fungicas tienen entre un 80 y un 90% de polisacaridos, y junto con proteinas,
lipidos, polifosfatos y iones inorganicos forman la matriz cementante de la pared,
dichos polisacaridos forman enlaces 3-1,4-glucosidicos que le confieren rigidez a
la pared celular (Fig. 1).

No se conoce exactamente que sustancia del extracto citrico es la responsable de
romper el enlace (-1,4-glucosidico, pero se cree que es una enzima que actua de
forma parecida a la lizosima de la penicilina. Una vez rota la pared celular deja de
cumplir sus funciones de proteccién, en ese momento la membrana es mas
susceptible a sufrir dafios por factores del medio externo, por ejemplo puede sufrir
plasmolisis (Fig. 2)

4.7.2 Inactivacion de proteinas celulares de la membrana plasmatica.

La membrana celular, es una estructura delgada que rodea por completo a la
célula. De solamente 8 nm de grueso, esta estructura vital es la barrera critica que
separa el interior de la célula (el citoplasma), de su medio ambiente. Si la
membrana se rompe (plasmolisis), se destruye la integridad de la célula, el
contenido interno se sale, y la célula muere. La membrana celular también es una
barrera sumamente selectiva, que permite a la célula concentrar metabolitos
especificos y excretar materiales de desecho.
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Rompimiento del enlace
B-1,4 glucosidico por el
ND-100

NHCOCH3

3 H @
N;ECOCH3 ¢H.OoH

H

N- Acetil-D- glucosamina N- Acetil-D- glucosamina

Fig. 1. Estructura de la quitina, un homopolimero de unidades de N-acetil-D- glucosamina
con enlaces (B1-4) (Tomado de Lehninger, 2000).

ND-100 rompe enlaces R 1-4 La membrana queda expuesta a
glucosidicos de la pared celular factores externos
Pared /
é (/ ‘ LISIS D
Membrana

Fig. 2 Mecanismo de accion del ND-100 en la pared celular.
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La estructura general de la mayor parte de las membranas biolégicas es una
doble capa fosfolipidica. Los lipidos son moléculas quimicamente unicas, los
fosfolipidos contienen partes altamente hidrofobicas (acidos grasos) y partes
hidrofilicas (glicerol), y pueden existir en muchas formas quimicas diferentes como
resultado de la variacion en la naturaleza de los acidos grasos o de los grupos
portadores de fosfatos unidos al esqueleto de glicerol (fig. 3).

Agua

HFosfato
<_G1icerol
<—Acidos grasos

Region hidrofilica

—>

Region

hidrofobica ——P»

Agua

Fig. 3 Estructura fundamental de una doble capa de fosfolipidos.

El componente principal de la membrana es la doble capa lipidica, compuesta por
fosfolipidos y proteinas, Las principales proteinas de la membrana celular estan
incluidas en la matriz fosfolipidica (fig. 4). Estas proteinas suelen tener superficies
externas muy hidrofébicas, que se asocian intimamente con las posibles cadenas
de acidos grasos altamente no polares. Las moléculas de proteina también se
encuentran unidas a los grupos idnicos de los fosfolipidos.

La membrana plasmatica no es solamente la barrera que separa el interior del
exterior. Tiene un papel muy importante en la funcion de la célula. A través de la
membrana celular deben pasar todos los nutrientes y también deben de salir todos
los productos de desecho. La mayor parte de las moléculas que se mueven a
través de la membrana no se mueven pasivamente; se dice que las moléculas son
transportadas a través de la membrana. A pesar de su delgadez, la naturaleza
hidrofébica de la membrana de la célula le permite funcionar como una barrera
resistente. Algunas sustancias pequefas, no polares y solubles en grasas, como
acidos grasos, alcoholes y benceno pueden penetrar faciimente las membranas
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celulares disolviéndose en la fase lipidica de la membrana. Sin embargo, las
moléculas cargadas como los azucares, acidos organicos, los aminoacidos y las
sales inorganicas, que son hidrofilicas, no pasan facilmente la barrera de la
membrana. Estas moléculas pasan la membrana gracias a la accién de las
proteinas de transporte de las membranas.

Glucolipidos

Bicapa
lipidica

Proteina
integral

Fig. 4 Estructura de la membrana celular (Tomado de Brock y madigan. 1993)

Se han identificado tres clases de proteinas de transporte. Los uniportadores son
proteinas que transportan una sustancia de un lado de la membrana a otro. Los
inportadores transportan la sustancia de interés a través de la membrana junto
con una segunda sustancia que se requiere para transportar a la primera.
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Los antiportadores transportan una sustancia a través de la membrana en
una direccién, mientras transportan la segunda sustancia en la direccion opuesta
(Fig. 5).

® ® O ® O Exterior
I
M
O OO o OO O OO
N Interior
| [
\ 4 [
o [ @)
[ @)
. . Inhibicién d
Uniportador Inportador Antiportador pgoie;;;(;npoi el
ND-100
[ Molécula transportada
@) Molécula cotransportada

Fig. 5 Mecanismo de transporte de proteinas en las membranas celulares (Tomado de Brock
y madigan. 1993)

La necesidad de mecanismos de transporte mediado en los microorganismos se
puede apreciar facilmente. Si la difusion fuera el uUnico medio de transporte
disponible, las células podrian no ser capaces de adquirir las concentraciones
adecuadas de solutos. En los procesos de difusion, tanto la velocidad de captacion
como el nivel intracelular son proporcionales a la concentracidn externa. Los
mecanismos de transporte mediado solucionan este problema haciendo posible
que la célula acumule solutos en contra del gradiente de concentracion.

Una caracteristica del transporte mediado por un acarreador es la naturaleza
altamente especifica del evento de transporte. Algunas proteinas acarreadoras
reaccionan solamente con una clase unica de moléculas.

Algunos compuestos antimicrobianos destruyen las propiedades de permeabilidad
selectiva de la membrana. Estas sustancias son moléculas hidrofobicas que se
disuelven en las dobles capas lipidicas y permiten la difusion pasiva de sustancias
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ionizadas hacia dentro o hacia fuera de la célula. La membrana al perder su
capacidad de formar gradientes de concentracién impide las funciones celulares, y

esto se convierte en un factor letal para los microorganismos (Rodney y Boyer
1999).

Se cree que el ND-100 al poseer un caracter hidrofébico, logra disolverse en la
doble capa lipidica e inactivar las proteinas de transporte de las membranas de las
células fungicas de esta manera impide el funcionamiento normal de la célula y
provoca su muerte o inhibicion (Fig. 5).

Inactivacion de las
proteinas de transporte por
el ND-100

Membrana

Proteinas de
transporte

Los nutrientes no

pueden entrar \}O
@)

Los desechos no

A/pueden salir

Interior

Exterior

Fig. 6 Mecanismo de accion del ND-100 en la membrana plasmatica.

4.8 Caracteristicas fisicas de los productos de malvavisco y fondant.

Los malvaviscos trampados tienen una consistencia suave al tacto y al morder,
son de sabor fresa y estan cubiertos con chocolate semiamargo, el cual le confiere
un toque amargo al malvavisco, no hay un predominio del sabor entre la fresa y el
chocolate lo que le confiere homogeneidad en el sabor.

Las mentas son de consistencia suave al morder, pero firmes al tacto, son de
sabor menta y estan cubiertos con chocolate semiamargo, no hay un predominio
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del sabor entre la menta y el chocolate lo que le confiere homogeneidad en el
sabor.

Las cremas de naranja son de consistencia suave al morder, pero firmes al tacto,
son de sabor naranja, el sabor es intenso incluso llega a picar la lengua si se
consumen sin el trampado, hay un ligero predominio del sabor de la naranja sobre
el chocolate.

Los productos donde se pretende emplear ND-100 poseen caracteristicas muy
particulares que pueden o no favorecer el desarrollo de los microorganismos. Por
ejemplo las mentas y las cremas de naranja tienen menos agua que los
malvaviscos (8 % de humedad) pero tienen la caracteristica de poseer agua libre
en una cantidad que favorece un ambiente rico en humedad, situacion
indispensable para el desarrollo de los hongos y de cualquier microorganismo. Por
el contrario los malvaviscos contienen mas agua que las mentas (11% de
humedad) pero no poseen tanta agua libre lo cual es desfavorable para el
desarrollo de los hongos. Sin embargo aun cuando el producto se encuentre
sanitariamente aceptable, si las condiciones ambientales son favorables (humedad
y temperatura alta) se puede iniciar la proliferacion de cualquier microorganismo.

Otra caracteristica de las mentas es su capacidad de formar cristales, por lo tanto,
tendera a tener mas agua libre y menos agua ligada, bajo ciertas circunstancias
los cristales pueden favorecer la absorcion de humedad del medio ambiente.
Por el contrario, el malvavisco no forma cristales, por lo tanto tendera a ligar mas
agua y habra menos agua disponible. Sin embargo, si las condiciones ambientales
son favorables (humedad y temperatura alta) puede llegar a desarrollar hongos
como se ha observado, aunque su tendencia es menor que en el caso de las
mentas.

4.9 Vida de anaquel y condiciones de almacenaje del malvavisco y Productos
de Fondant.

Los malvaviscos tienen un tiempo de vida medio de 7 meses y las mentas y
cremas de naranja de 8 meses. Estos productos no deben almacenarse a
temperaturas mayores a los 22° C para evitar que la cubierta de chocolate se
derrita. De igual forma no deben almacenarse en lugares donde la humedad
relativa sea mayor a 70% debido a que pueden absorber humedad del medio y
esto puede favorecer el desarrollo de los microorganismos, ademas de que la
humedad provoca manchas en la cubierta del chocolate. No deben almacenarse
cerca de sustancias olorosas para evitar que se contaminen con olores
indeseables.
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5. OBJETIVOS.

5.1 Objetivo general.

Inhibir el desarrollo de mohos en los productos de malvavisco y fondant
(mentas y cremas de naranja), con el fin de asegurar productos higiénicos y
una adecuada vida de anaquel.

5.2 Objetivos particulares.

Evaluar sensorialmente el efecto residual del ND-100 a diferentes
concentraciones en malvavisco y fondant (mentas y cremas de naranja)
trampados y sin trampar.

De la evaluacion sensorial seleccionar la dosis mas adecuada de ND-100
para realizar las pruebas microbiolégicas (mentas y cremas de naranja).
Evaluar el efecto inhibidor del ND-100 en una cepa de mohos con la dosis
seleccionada para los malvaviscos y mentas sin trampar, al dia uno de su
aplicacion.

Evaluar el efecto residual del ND-100 con la dosis seleccionada para el
malvavisco y menta a los 15 y 30 dias de su aplicacion.
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6. MATERIAL Y METODO.
6.1 Primera etapa, evaluacion sensorial.

Este procedimiento aplica para malvavisco, mentas y cremas de naranja:

1) El primer paso fue seleccionar las dosis con las cuales se iniciarian las
pruebas, para ello los proveedores propusieron algunas.

2) Se decidié iniciar las pruebas con el malvavisco, posteriormente mentas y al
final cremas de naranja.

3) Las concentraciones evaluadas fueron las siguientes: 0.01%, 0.03%, y para
algunos casos 0.04%, 0.05% y 0.1%. Estas concentraciones se compararon
con un testigo.

4) Se dosificdé con micropipeta cada concentracion de ND-100 en 200g de
producto (malvavisco, mentas y cremas de naranja) y se mezclo
perfectamente.

5) Se depositd en almidon cada producto y se dejo reposar 24 hrs.

6) Una parte del producto se trampd (se cubrid con chocolate) y la otra
permanecié sin trampar para ser evaluada sensorialmente, y asi poder
comparar como enmascara el chocolate semiamargo el sabor residual del
ND-100.

7) Para la evaluacion sensorial se utilizé la Prueba de comparaciéon
apareada simple, en esta prueba se presentaron solamente dos muestras
al evaluador y se le pidi6 que identificara la muestra mas amarga, una de
ellas fue la muestra de referencia o testigo y la otra fue la muestra a
evaluar, con cada dosis se realizé la misma prueba (Anzaldua 1990).

8) Se realizo el ajuste de concentracion de acuerdo a las observaciones en los
casos que asi lo ameritaron. Ver diagrama A.

Nota 1: El malvavisco fue el primer producto en evaluarse debido a que su
produccion en planta es mas constante y ello permitié programar las pruebas
en un tiempo mas corto, después se evaluo la menta y al final las cremas de
naranja, siguiendo el mismo criterio.

Nota 3: El proveedor del ND-100 propuso iniciar las pruebas con las dosis de
0.1, 0.05 y 0.01%. De acuerdo con su experiencia la dosis de 0.1% tiene un
buen efecto inhibidor pero desconocia su efecto en el sabor del malvavisco,
por ello se selecciono una dosis intermedia (0.05%) y una baja (0.01).

Nota 4: En la segunda prueba con malvavisco (ver resultados cuadro 1) se
reajustaron las dosis a 0.03 y 0.04%.

Nota 5: Los resultados de las pruebas sensoriales con malvavisco ayudaron a
definir las dosis para las mentas y cremas de naranja.
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Diagrama A. Aplicacion de ND-100 en Malvavisco para evaluacion sensorial.

20

200g 200g 200g 200g 200g 200g
Testigo 0.01% 0.02% 0.03% 0.04% 0.05%
Aplicar en
Almidon
Testigo  0.01%  0.02%  0.03% 0.04% 0.05%

OU OU OU OU OU
(@) (@) (@) (@) (@)
REPOSAR 24 h.

g

Testigo 0.01% 0.02% 0.03% 0.04% 0.05% Testigo 0.01%  0.02% 0.03% 0.04% 0.05%

O (@) (@) (@) (©)

SIN TRAMPAR TRAMPADO

Evaluacion sensorial

Para la evaluacion sensorial se utilizé el siguiente formato:-

Nombre:
Fecha:
Producto:

Pruebe las dos muestras de malvavisco e indique
Cual es la mas amarga.
Marque con una X la muestra mas amarga
A B

Observaciones: 7
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Diagrama B. Aplicacion de ND-100 en mentas para evaluacion sensorial.

Testigo 0.01% 0.02% 0.03%
Aplicar en

@) @) @) @)
200g 200g 200g 200g I::>
Testigo 0.01% 0.02% 0.03% /

&

Testigo  0.01% 0.02% 0.03% Testigo 0.01% 0.02% 0.03%

~ @) ~ @) ~ @)
SIN TRAMPAR TRAMPADO

REPOSAR 24 h.

Evaluacion sensorial
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Diagrama C. Aplicacion de ND-100 en cremas de naranja para evaluacion
sensorial.

Testigo 0.01% 0.02% 0.03%
Aplicar en

@) @) @) @)
200g 200g 200g 200g |::>
Testigo 0.01% 0.02% 0.03% /

&

Testigo  0.01% 0.2% 0.03% Testigo 0.01% 0.2% 0.03%

> @) > @) © @)
SIN TRAMPAR TRAMPADO

REPOSAR 24 h.

Evaluacion sensorial
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6.2 Segunda etapa, evaluacion del efecto inhibidor del ND-100 en una cepa
de hongos.

Este procedimiento aplica para mentas y malvavisco sin trampar, las cremas de
naranja se omitieron en esta prueba por presentar las mismas caracteristicas que
las mentas.

1) Se esterilizd el material a emplear en una autoclave a 125° C y 15 libras de
presion durante 15 min.

2) Se lavo con jabon y se desinfectaron las mesas de trabajo con una solucién
sanitizante.

3) Se pesaron 100g de muestra en un vaso de 250 ml y se inocularon 5 ml de
una cepa de hongos.

4) Se pesaron 100g de muestra en un vaso de 250 ml y se inocularon 5 ml de
una cepa de hongos y 0.03 % de ND-100.

5) La cepa de hongos se prepard a partir de un micelio desarrollado en la
superficie de unos malvaviscos que se tenian como muestra de retencion.
Para ello se raspo la superficie del malvavisco con una asa, posteriormente
se coloco el micelio en un frasco con agua peptonada como medio de
enriquecimiento y se dejo incubar durante 5 dias a 25° C.

6) Cada una de las muestras fue homogeneizada perfectamente.

7) Se deposité cada muestra en un cofre con almidén previamente moldeado
con la figura del malvavisco y la menta, se identifico cada muestra. Se dejo
reposar 24 h a temperatura ambiente.

8) Se sacaron las muestras del almidén y se quitd el excedente del mismo.

9) Se guardé el producto en bolsas estériles.

10)Se realiz6é un analisis microbiolégico de las dos muestras.

11) Se prepard un medio comercial de agar papa dextrosa para sembrar las
muestras.

12)Se pesaron 10 g de muestra y se depositdé en un frasco con 90 ml de agua
peptonada como medio de dilucion (NOM-110-SSA1-1994).

13) Se tomo una alicuota de 1 ml (dilucion 10" y se vacié en una caja de petri
por duplicado, posteriormente se vacié el agar papa dextrosa en la cajay se
homogeneizé (NOM-111-SSA1-1994).

14) Se dej6 incubar por 5 dias a 25° C. Ver diagrama D.
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Diagrama D. Aplicacion de ND-100 en mentas y malvavisco para su

evaluacién
microbioldgica.
Aplicar en
Almidén
(R R W A (R R W A
100g 100g
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6.3 Tercera etapa, evaluacion del efecto residual del ND-100.

1) Se resembré las muestras de malvavisco y menta a los 15 y 30 dias de
aplicado el ND-100.

2) Para ello se realizé un analisis microbioldgico de las dos muestras.

3) Se preparé un medio comercial de agar papa dextrosa para sembrar las
muestras.

4) Se pesaron 10 g de muestra y se depositdé en un frasco con 90 ml de agua
peptonada como medio de dilucion (NOM-110-SSA1-1994).

5) Se tomod una alicuota de 1 ml (dilucion 107" y se vacié en una caja de petri
por duplicado, posteriormente se vacio el agar papa dextrosa en la caja y se
homogeneizé (NOM-111-SSA1-1994).

6) Se dejo incubar por 5 dias a 25°C. Ver diagrama E.

Diagrama E. Resiembra de las muestras de malvavisco y menta en medio de
cultivo para hongos.

Analisis
Microbiologico

Malvavisco + 5 ml de

REPOSAR 24 h.

Malvavisco + 5 cepa de hongos
ml de Cepa de +0.03%
hongos de ND-100

Muestra —> Frasco de dilucién —> Alicuota —> Caja petri x duplicado —> Incubadora

'

REPOSAR 24
T
Analisis
::> Microbiologico
Mentas + Mentas + 5 ml de
5 mlde cepa de hongos
Cepa de +0.03%
hongos de ND-100

T —



7. RESULTADOS.

7.1 Resultados de la primera etapa.

7.1.1 Malvavisco

Cuadro 1. Resultados de la evaluacién sensorial del malvavisco, prueba por triplicado.

Producto Prueba Dosis Observaciones

Testigo S /T | Sabor a fresa caracteristico del malvavisco.
Sabor caracteristico a fresa, se percibe un

0.01% S/T |ligero hormigueo en la lengua.

Se percibe una nota de sabor propia del

0.05% S/T |ND-100.

MALVAVISCO 1 Sabor amargo de entrada a salida.
TAPON 0.1% SIT

Testigo T | Sabor balanceado, entrada sabor a fresa y
salida sabor a chocolate.

0.01% T |Sabor caracteristico a chocolate, no se
perciben notas a ND-100.

0.05% T |A la entrada no se percibe sabor atipico
pero a la salida deja un residual a ND-100.

0.1% T |Se percibe un residual amargo mas intenso
que en 0.05%.

Testigo S/T |Sabor a fresa caracteristico del malvavisco.
Se percibe un ligero residual amargo.

0.03% S/T |Se percibe un residual amargo mas intenso

0.04% S/T |que en 0.03%.

MALVAVISCO 2 Testigo T |Sabor balanceado, entrada sabor a fresa y
TAPON salida sabor a chocolate.

0.03% T |Sabor parecido al testigo sin residual
amargo.

0.04% T |Disminuye el residual que se percibe en la
muestra sin trampar, pero queda un ligero
sabor que hace que se sienta diferente.

Testigo S/T |Sabor tipico del producto.

0.03% S/T |Se percibe un ligero residual amargo.

MALVAVISCO 3 Testigo T | Sabor tipico del producto.
TAPON 0.03% T [Sabor tipico del producto no hay residual

extrano.

T= Producto trampado

S/T= Producto sin trampar.
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7.1.2 Mentas.
Cuadro 2. Resultados de la evaluacién sensorial de la menta, prueba por
duplicado.
Producto Prueba Dosis Observaciones
Testigo S/T | Sabor a menta caracteristico del producto.
0.01% S/T |Se percibe un ligero residual amargo.
0.02% S/T |No se percibe ningun sabor atipico del
producto.
0.03% S/T |Se percibe una ligera entrada amarga.
MENTA 1 Testigo T |Sabor balanceado, entrada a menta y
salida sabor chocolate.
0.01% T |No se percibe ningun sabor atipico del
producto.
0.02% T |Entra el sabor a chocolate y poca salida de
menta, sin residual atipico.
0.03% T |Entra el sabor a chocolate y poca salida de
menta, sin residual atipico.
Testigo S/T | Sabor a menta caracteristico del producto.
0.01% S/T |Entrada sabor a menta, no deja ningun
residual atipico.
0.02% S/T |Entrada sabor a menta, no deja ningun
residual atipico.
0.03% S/T |[Entrada sabor a menta, no deja ningun
residual atipico.
MENTA 2 Testigo T | Entrada sabor a chocolate y salida a menta.
Entrada sabor a chocolate y salida a menta,
0.01% T |sin residual atipico.
Entrada sabor a chocolate y salida a menta,
0.02% T |sinresidual atipico.
Entrada sabor a chocolate y salida a menta,
0.03% T |sin residual atipico.

T= Producto trampado
S/T= Producto sin trampar.
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7.1.3 Cremas de naranja.

Cuadro 3. Resultados de la evaluacién sensorial de las cremas de naranja, prueba por

triplicado.
Producto Prueba Dosis Observaciones
Testigo S/T |Entrada sabor naranja, residual amargo
propio del producto, no pica.
0.01% S/T |Se percibe ligero residual amargo a la
salida.
0.02% S/T |Se percibe residual amargo a la salida,
mas acentuado que 0.01%.
0.03% S/T |Se percibe residual amargo a la salida
CREMAS DE 1 con notas picantes al final.
NARANJA Testigo T |Sabor  balanceado, entrada  sabor
chocolate y salida sabor naranja.
0.01% T |Entrada sabor chocolate, no se percibe
residual amargo.
0.02% T Entrada sabor chocolate, ligero residual
amargo propio del producto.
0.03% T [Entrada sabor chocolate, ligero residual
amargo propio del producto muy parecido
a la dosis 0.02.
Testigo S/T |Entrada sabor naranja, residual amargo
propio del producto, no pica.
0.02% S/T |Ligero residual amargo, no pica.
0.03% S/T |Residual amargo, no pica.
CREMAS DE 2 Testigo T |Entrada sabor chocolate y salida sabor
NARANJA naranja.
0.02% T Entrada sabor chocolate, ligero residual
amargo propio del producto.
0.03% T |[Entrada sabor chocolate, ligero residual
amargo, desaparece rapidamente.
Testigo S/T |Entrada sabor naranja, residual amargo
propio del producto, no pica.
0.03% S/T |Entrada amarga y salida con ligero
CREMAS DE 3 residual amargo.
NARANJA Testigo T | Entrada sabor a chocolate, ligero residual
amargo caracteristico del producto.
0.03% T Entrada sabor a chocolate, ligero residual

amargo caracteristico del producto.

T= Producto trampado
S/T= Producto sin trampar.
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7.2 Resultados segunda etapa.

7.2.1 Malvavisco.

Cuadro 4. Resultados de la evaluacion microbiolégica del malvavisco al dia uno

de la aplicacion del ND-100, prueba por triplicado.

Analisis
No. de Producto . P .
. microbiolégico al Observaciones
prueba analizado di
ia uno
Malvavisco H: VE 290 UFClg Malvavisco con aplicacion de
5 ml de cepa de hongos.
Primera Malvavisco con aplicacién de
prueba Malvavisco H: VE 90 UFC/g 5ml de cepa de hongos y
0.03 % de ND-100.
H: 450 UEC/ Malvavisco con aplicacién de
Malvavisco ' 9 5 ml de cepa de hongos.
Segunda Malvavisco con aplicacién de
prueba Malvavisco H: VE 200 UFC/g 5ml de cepa de hongos y
0.03 % de ND-100.
H: 290 UFC/ Malvavisco con aplicacion de
Malvavisco ' 9 5 ml de cepa de hongos.
Tercera Malvavisco con aplicacion de
prueba Malvavisco H: VE 110UFC/g 5ml de cepa de hongos y
0.03 % de ND-100.
H = Hongos

VE = Valor Estimado
UFC/g = Unidades Formadoras de Colonias

34



Reowttisits

7.2.2 Mentas

Cuadro 5. Resultados de la evaluacién microbiolégica de la menta al dia uno de la
aplicacién del ND-100, prueba por triplicado.

Analisis
No. de Producto . s .
. microbiolégico al Observaciones
prueba analizado di
ia uno
Mentas H: Incontable 24 hrs. Ment:ecgg Zp(l;garf(')%n gse Sml
UFC/g P gos.
Pl:;r:laof Menta con aplicacién de 5ml
P Mentas H: 170 UFC/g de cepa de hongos y 0.03 %
de ND-100.
Menta con aplicacion de 5 ml
Mentas H: 180 UFC/g de cepa de hongos.
Ser%lérgc;a Menta con aplicacion de 5mi
P Mentas H: VE 60 UFC/g de cepa de hongos y 0.03 %
de ND-100.
Menta H: VE 90 UFC/g Menta con aplicacion de 5 ml
de cepa de hongos.
Tercera —
prueba Menta con aplicacion de 5mi
Mentas H: VE 20 UFC/g de cepa de hongos y 0.03 %
de ND-100.
H = Hongos

VE = Valor Estimado
UFC/g= Unidades Formadoras de colonias
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7.3 Resultados de la tercera etapa.

7.3.1 Malvavisco.

Cuadro 6. Resultados de la evaluacion microbiologica del malvavisco a los 15 y 30 dias

de la aplicacion del ND-100, prueba por triplicado.

Analisis
microbiolégico
a los 15 dias

No. de
prueba

Producto
analizado

microbiolégico

Analisis

a los 30 dias

Observaciones

Malvavisco
H: VE 670 UFC/g

H: VE 630 UFC/g

Malvavisco con
aplicacion de 5 ml
de cepa de hongos.

Primera
prueba

Malvavisco H: VE 40 UFC/g

H: VE 20 UFC/g

Malvavisco con
aplicacion de 5 ml
de cepa de hongos
y 0.03% de ND-100.

Malvavisco H: Incontable

H: VE 330 UFC/g

Malvavisco con
aplicacion de 5 ml
de cepa de hongos.

Segunda
prueba

Malvavisco H: VE 140 UFC/g

H: VE 85 UFC/g

Malvavisco con
aplicacion de 5 ml
de cepa de hongos
y 0.03% de ND-100.

Malvavisco H: VE 530 UFC/g

H: VE 600 UFC/g

Malvavisco con
aplicacion de 5 ml
de cepa de hongos.

Tercera

prueba . H: VE 100 UFClg
Malvavisco

H:

<10 UFC/g

Malvavisco con
aplicacion de 5 ml
de cepa de hongos
y 0.03% de ND-100.

H = Hongos
VE = Valor Estimado
UFC/g= Unidades Formadoras de Colonias
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7.3.2 Mentas.

Cuadro 7. Resultados de la evaluacion microbioldgica de las mentas a los 15 y 30 dias de
la aplicacién del ND-100, prueba por triplicado.

No. de
prueba

Producto
analizado

Analisis

microbiolégico
a los 15 dias

microbiolégico

Analisis

a los 30 dias

Observaciones

Mentas

H: VE 460 UFC/g

H: VE 290 UFC/g

Mentas con
aplicacion de 5 ml
de cepa de
hongos.

Primera
prueba

Mentas

H: VE 80 UFC/g

H: VE 140 UFC/g

Mentas con
aplicacion de 5 ml
de cepa de hongos
y 0.03% de ND-
100.

Mentas

H: VE 260 UFC/g

H: VE 360 UFC/g

Mentas con
aplicacion de 5 ml
de cepa de
hongos.

Segunda
prueba

Mentas

H: VE 10 UFC/g

H:

<10 UFC/g

Mentas con
aplicacion de 5 ml
de cepa de hongos
y 0.03% de ND-
100.

Mentas

H: VE 60 UFC/g

H: VE 40 UFC/g

Mentas con
aplicacion de 5 ml
de cepa de
hongos.

Tercera
prueba

Mentas

H:

<10 UFC/g

H:

<10 UFC/g

Mentas con
aplicacion de 5 ml
de cepa de hongos
y 0.03% de ND-
100.

H = Hongos

VE = Valor Estimado
UFC/g= Unidades Formadoras de Colonias
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8. ANALISIS DE RESULTADOS
8.1 Primera etapa.
8.1.1 Malvavisco.

En la primer prueba, en el caso del malvavisco sin trampar el residual amargo del
ND-100 se percibe en todas las dosis aplicadas, con una variacion dependiendo
de la concentracion utilizada a mayor concentracion el residual es mas intenso.

En el caso del malvavisco trampado el residual amargo solo se percibe en las
dosis de 0.1 y 0.05%, en la dosis de 0.01% no se percibe residual amargo. Como
la presentacion comercial del malvavisco es trampado conviene que el sabor
amargo no se detecte en él, por lo tanto se rechazo la dosis de 0.1 y 0.05%. La
dosis de 0.01% no se rechazo pero se decidié probar antes con otras dosis mas
altas. Se propuso evaluar en la segunda prueba las dosis de 0.04 y 0.03%.

En la segunda prueba, en el caso del malvavisco sin trampar el residual amargo
del ND-100 se percibe en las dos dosis aplicadas 0.4 y 0.03%. En el caso del
malvavisco trampado el residual amargo sélo se percibe en las dosis de 0.04% y
no en la de 0.03%.

De las dosis evaluadas unicamente en 0.03 y 0.01% no se percibe residual
amargo, pero esto aplica unicamente a los malvaviscos trampados. De entre éstas
dos dosis se selecciono la de 0.03% para realizar una tercera prueba sensorial y
confirmar que no se detecta en los malvaviscos trampados el sabor amargo del
ND-100. Se selecciono la dosis de 0.03% por considerarse mas apropiada para la
evaluacion microbiolégica de la segunda etapa, pues al ser una concentracion
mayor debe tener un mayor efecto en la inhibicién de microorganismos.

En la tercera prueba, con la dosis de 0.03% se percibié un residual amargo
caracteristico del ND-100 en los malvaviscos sin trampar, pero no asi en los
trampados, con ello se confirma que si se puede aplicar ND-100 al 0.03% sin que
se vean alteradas las caracteristicas fisicas y sensoriales de los malvaviscos.

En la evaluacién sensorial se encontré6 que el chocolate semiamargo ayuda a
enmascarar el sabor amargo del ND-100 en las dosis de 0.01% y 0.03%.

8. 1. 2 Mentas.

En el caso de la menta sin trampar el residual amargo del ND-100 no se percibe
en ninguna de las dosis aplicadas (0.01, 0.02 y 0.03%).

En el caso de las mentas trampadas el residual amargo del ND-100 tampoco se
percibe en ninguna de las dosis aplicadas (0.01, 0.02 y 0.03%).

En cuanto al residual amargo del ND-100 no se percibe diferencia entre las tres
dosis utilizadas.

Al igual que en el caso del malvavisco se pueden aplicar las tres dosis a la menta
pues no dejan residual amargo al momento de tramparse, sin embargo la dosis
mas alta (0.03%) puede tener un mayor efecto en la inhibiciéon de
microorganismos.
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8.1. 3 Cremas de naranja.

En el caso de las cremas de naranja sin trampar, el residual amargo del ND-100
no se percibe en ninguna de las dosis aplicadas (0.01, 0.02 y 0.03%) y se
confunde con el amargor caracteristico de la esencia de naranja.

En el caso de las cremas de naranja trampadas el residual amargo que se percibe
es el caracteristico de la esencia de naranja y queda balanceado con el sabor del
chocolate semiamargo.

Sensorialmente no se percibe diferencia entre las tres dosis utilizadas.

Al igual que en los casos anteriores se pueden aplicar las tres dosis a las cremas
de naranja pues no dejan residual amargo en el producto al momento de
tramparse, sin embargo al igual que en las mentas la dosis mas altas pueden
tener un mayor efecto en la inhibicién de microorganismos.

En el caso del malvavisco, mentas y cremas de naranja trampados la dosis mas
adecuada para emplearse es de 0.03% debido a que con ésta dosis no se percibio
ningun sabor que afecte la calidad del producto y ademas hay un mejor efecto en
la inhibicién de microorganismos que las dosis mas bajas.

En el caso de las cremas de naranja por presentar resultados similares a las
mentas no se considerd necesario incluirlas en la segunda etapa la investigacion.

Durante la evaluacion sensorial solo se utilizaron dos evaluadores debido a que no
se contaba con personal capacitado para integrar un panel mas grande de
evaluadores y también debido a una instruccion de la gerencia se decidid no
involucrar mas gente en las pruebas. Debido a ésto, aunque se utilizo la prueba de
comparacion apareada simple y puede ser sometida a analisis estadistico, el
numero tan bajo de panelistas impidio realizar un analisis estadistico y unicamente
se utilizaron las observaciones para interpretar los resultados de la evaluacion
sensorial.
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8.2 Segunda etapa.
8.2.1 Malvavisco.

Cuadro 8. Cuadro comparativo entre la muestras de malvavisco inoculadas con 5 ml de
cepa de hongos y muestras inoculadas con 5 ml de cepa de hongos y 0.03% de ND-100.

Producto Analizado Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3 Promedio

2"“63”3 con 5Smide cepal 590 yrc/g | 450 UFClg | 290 UFC/g
e hongos

Muestra con 5 ml de cepa
de hongos y 0.03 % de| VE90 UFC/g | 200 UFC/g 110 UFC/g
ND-100
% de disminucién de
desarrollo de hongos
H = Hongos
VE = Valor Estimado
UFC/g= Unidades Formadoras de Colonias

70.68 % 55.55% 62.06% 62.76%

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacién del ND-100 inoculado
en malvavisco a una dosis de 0.03%, se obtuvo un efecto inhibitorio en el
desarrollo de los hongos de 62.76% al dia uno de aplicacion. Esto sin considerar
el efecto residual del ND-100 que puede bajar aun mas las cuentas y que se
analizara mas adelante.

8.2.2 Mentas.

Cuad ro 9. Cuadro comparativo entre las muestras de menta inoculadas con 5 ml de cepa
de hongos y muestras inoculadas con 5 ml de cepa de hongos y 0.03% de ND-100.

Producto Analizado Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3 Promedio
Muestra con 5ml de|Incontable a las
cepa de hongos 24 hrs. 180 UFC/g | VE 90 UFClg

Muestra con 5 ml de
cepa de hongos y 0.03 170 UFC/g VE 60UFC/g | VE 15 UFC/g
% de desfan

% de disminuciéon de
desarrollo de hongos

H = Hongos

VE = Valor Estimado
UFC/g= Unidades Formadoras de Colonias

- 66.66% 83.33% 74.99

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacion del ND-100 inoculado
en mentas sin trampar a una dosis de 0.03%, se obtuvo un efecto inhibitorio en el
desarrollo de los hongos de 74.99% al dia uno de la inoculacién. Esto sin
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considerar el efecto residual del ND-100 qué puede bajar aun mas las cuentas de
mohos y qué se analizara mas adelante.

Se ha observado que en las mentas las cuentas de hongos son bajas <10 UFC/g,
pero conforme pasa el tiempo 4 a 5 meses aprox. empieza a desarrollarse de
forma visible el micelio de los hongos lo que afecta la calidad del producto. Caso
contrario sucede con el malvavisco que inicialmente presenta cuentas altas y
conforme pasa el tiempo disminuyen notablemente y sélo bajo condiciones de
humedad y temperatura alta pueden llegar a manifestarse de forma visible a los
cinco meses. Estas observaciones se realizaban de manera rutinaria y periddica
a los productos, sin embargo los resultados de esas observaciones no se
describen de forma detallada en este informe, pues no se contemplaron como un
objetivo del mismo, sin embargo a partir de ellas fué qué se planteo el presente
trabajo.

La explicacion a este problema puede deberse a lo siguiente:

Como ya se menciono anteriormente, las mentas tienen menos agua que el
malvavisco pero poseen una actividad acuosa mayor, ademas las mentas tienden
a ganar humedad del medio ambiente y si a esto le sumamos que el producto se
almacena a temperaturas de 25°C, todo ello favorece un ambiente propicio para el
desarrollo de las esporas que se encuentran latentes en las mentas. El malvavisco
a diferencia de las mentas tiene mas agua pero una actividad acuosa menor por
ello el desarrollo de los hongos es limitado, ademas el malvavisco tiende a perder
humedad con el tiempo, sin embargo, si durante la elaboracion del producto la
actividad acuosa fue mayor de lo establecido, pueden llegar a activarse las
esporas si la temperatura de almacenamiento ronda los 25°C lo que puede
provocar el desarrollo de los mohos y la aparicion del micelio.

8.3 Tercera etapa
8.3.1 Malvavisco.

Cuadro10. Resultados de los analisis de malvavisco a los 15 y 30 dias, tomando como
referencia las muestras inoculadas con 5 ml de cepa de hongos del dia uno.

Muestra | Muestra con Muestra con 5 % de % de
con 5 mi 5 ml de L ‘s I ‘.
de hongos | hongos y ml de hongos | disminucién | disminucién
Prueba . o y 0.03% de | de desarrollo | de desarrollo
(inicial) |0.03% de ND-
. ND-100 alos | de hongos a | de hongos a
sin ND- 100 a los 15 . . X
. 30 dias. los 15 dias los 30 dias
100. dias.
Prueba 1 | 290 UFC/g | VE 40 UFC/g | VE 20 UFC/g 86.21% 93.10%
Prueba 2 |450 UFC/g | 140 UFC/G VE 85 UFC/g 68.88% 81.11%
Prueba 3 | 290 UFC/g |VE 100 UFC/g| <10 UFC/g 65.51% 100%
Promedio 75.53% 85.10%
H = Hongos

VE = Valor Estimado

UFC/g= Unidades Formadoras de Colonias
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8.3.2 Menta.

Cuadro 11. . Resultados de los analisis microbiolégicos de la menta a los 15 y 30 dias,
tomando como referencia las muestras inoculadas con 5 ml de cepa de hongos del dia

uno.
0, 0,
Muestra con | Muestra con 5 Muestra con . A’ de . s . A’ de . r
5 ml de disminucién | disminucion
5 ml de ml de hongos hongos y en el en el
0,
Prueba . h_opgos_ y 0.03% de 0.03% de ND- | desarrollo de | desarrollo de
(inicial) sin ND-100 a los 100 a los 30 | h I h I
ND-100. 15 dias. a’ 0s ongos’a os ongos’a os
dias. 15 dias 30 dias
« | Incontable a
Prueba 1 las 24 hrs. VE 80 UFC/g |VE 140 UFC/g
Prueba 2 180 UFC/g VE 10 UFC/G <10 UFC/g 94.44% 100%
Prueba 3 | VE 90 UFC/g <10 UFC/g <10 UFC/g 100% 100%
Promedio 97.22% 100%
H = Hongos

VE = Valor Estimado
UFC/g= Unidades Formadoras de Colonias

*Los resultados de la prueba 1 de menta no se incluyeron en los porcentajes por
presentar un comportamiento irregular.
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9. CONCLUSIONES
9.1 Primera etapa.

* En el caso del malvavisco, mentas y cremas de naranja trampados la dosis
mas adecuada para emplearse es de 0.03% debido a que con ésta dosis no
se percibid ningun sabor que afecte la calidad sensorial del producto.

9.2 Segunda etapa.

* En el caso del malvavisco con una dosis de 0.03% de ND-100 se logré una
disminuciéon en el desarrollo de los mohos en un 62.76% al dia uno de
aplicado el ND-100.

 En el caso de la menta con una dosis de 0.03% de ND-100 se logré una
disminucién en el desarrollo de los mohos en un 74.99% al dia uno de
aplicado el ND-100.

« La dosis mas adecuada para aplicar el ND-100 en los malvaviscos y
mentas es de 0.03%, debido a que con ella se logro disminuir de manera
notable el desarrollo de los mohos.

» A pesar de que no se evaluo el ND-100 en las cremas de naranja se puede
hacer extensivo la misma dosis a este producto, por presentar
caracteristicas muy similares a las de la menta.

9.3 Tercera etapa.
 En el caso del malvavisco con una dosis de 0.03% de ND-100 se obtuvo
una disminucion en el desarrollo de los mohos en un 75.53% a los 15 dias y

un 85.10% a los 30 dias.

« EI ND-100 tiene un efecto residual en el malvavisco que inhibe de manera
importante el desarrollo de los mohos, sin embargo no los elimina.

* En el caso de la menta con una dosis de 0.03% de ND-100 se obtuvo una
disminucion en el desarrollo de los mohos en un 97.22% a los 15 dias y un
100% a los 30 dias.

 En este caso el ND-100 tiene un efecto residual en la menta que inhibiod
casi al 100% el desarrollo de los mohos.
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10. RECOMENDACIONES.

De acuerdo a los resultados favorables que se obtuvo con el ND-100 en los
productos de menta y malvavisco, se recomienda aplicarlo a nivel planta.

Se sugiere realizar un analisis microbiolégico de los malvaviscos y mentas
inoculados con 5 ml de cepa de hongos y 5 ml de cepa de hongos y 0.03%
de ND-100, a los 7 y 8 meses respectivamente (tiempo que dura la vida de
anaquel de ambos productos), para evaluar el efecto residual del ND-100 a
este tiempo.
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11. GLOSARIO

Algicida. Sustancia sintética o natural capaz de matar a las algas (Brock T.D.
1993).

Actividad acuosa o actividad de agua. Es la fraccién del agua que sirve para
que se lleven a cabo las reacciones quimicas, enzimaticas y microbiologicas en
los alimentos. A mayor actividad acuosa las reacciones biologicas, quimicas vy
enzimaticas son mas rapidas. A menor actividad acuosa las reacciones son mas
lentas. El valor de la actividad acuosa se incrementa cuando se eleva la
temperatura (Martha N. Coronado et. al.1993).

La actividad del agua, abreviadamente aw, esta relacionada con la presion de
vapor del agua contenida en el aire sobre una solucion o sustancia, y se calcula
midiendo la humedad relativa de la fase de vapor. La humedad relativa, que es un
concepto meteoroldgico corriente, expresa la relacion de la cantidad de agua
presente en el aire a una temperatura dada respecto a la cantidad que contendria
el aire si estuviese saturado de agua. En términos meteorolégicos, la humedad
relativa se expresa normalmente como porcentaje, pero la actividad de agua se
expresa como fraccion. Asi, aw 0.75 es igual al 75 % de humedad relativa. Para
medir la actividad del agua de una sustancia o solucion se coloca esta en un
espacio cerrado y se deja que alcance un estado de equilibrio con el aire. La
medicion de la humedad relativa del aire (medida generalmente por la diferencia
de temperatura entre termémetros de bola humeda y bola seca) da entonces la
actividad de agua del material (Brock T.D. 1978).

La escala de medicién de este parametro va de cero (un producto absolutamente
seco) a uno (agua pura).

aw= Actividad acuosa
HR= Humedad relativa
aw=HR/100

También puede ser usada la siguiente expresién para calcular la aw:
aw= Pw/P°w

Donde Pw es la presion de vapor del agua en equilibrio con el alimento y P°w es
la presion de vapor del agua pura a la misma temperatura (Maupoey P.F. 1998).

Agua libre. El agua libre es la porcién que si se congela a condiciones normales
de congelamiento, se volatiliza rapidamente, se pierde en el calentamiento y es la
principal responsable de la actividad acuosa. El agua libre es la unica disponible
para el crecimiento de los microorganismos para intervenir en las
transformaciones bioldgicas, quimicas, enzimaticas, etc. (Badui D. Salvador; 1990)
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Agua ligada. Del total de la humedad de un producto, el agua ligada es aquella
porcidn que no congela en las condiciones normales de congelamiento —20 °C.
Esta unida a la superficie sélida de los alimentos y no participa en las reacciones
quimicas, enzimaticas y bioldgicas ( Badui D. Salvador;1990)

Atemperado. La manteca de cacao cristaliza en formas polimorficas muy
diferentes de las que s6lo una de ellas es estable. Por ello es importante que la
forma de los cristales en el chocolate moldeado y en el chocolate de revestimiento
sea del tipo estable B o la forma polimorfica V. El procedimiento de atemperado
consiste en calentar el chocolate hasta los 45°C para que desaparezcan todos los
nucleos de cristalizaciéon. A continuacion se enfria gradualmente hasta que
comience la cristalizacién (a unos 29°C). Posteriormente se vuelve a calentar el
chocolate hasta unos 30°C. (Ranken M.D. 1993).

Bactericida. Sustancia sintética o natural capaz de matar a las bacterias (Brock
T.D. 1993).

Bacteriostatico. Son agentes que no matan, sino que solamente inhiben el
crecimiento (Brock T.D. 1993).

Cocoa. Es el producto obtenido de la pulverizacién de la torta prensada de cacao.

Clasificacion:
No alcalinizada (pH 5.0 - 6.5.) de contenido alto de grasa ( Min. 20%)
de contenido medio de grasa( 14 — 20%)
Alcalinizada (Min. PH 6.5.) de contenido bajo de grasa( 9 — 14%)

Conchado. Es un proceso de homogenizacién de la pasta. Consta de dos fases:

a) Conchado en seco: Consiste en eliminar acidos y humedad. El producto
polvoriento aglomerado se deja trabajar durante 6 — 8 h. Durante este proceso
se forman grumos porosos los cuales se presionan unos a otros, formandose
nuevamente; ademas se absorbe y expulsa aire de manera continua, con lo
cual se logra una rapida evaporacion de los aromas indeseables.

b) Conchado liquido: Consiste en una inversion de fases. Con la adicion de una
parte de la manteca de cacao se produce un cambio de fase sdlida a fase
liquida, las particulas se cubren de una pequefia capa de grasa (manteca de
cacao). El tiempo de esta fase es en general de 24 hr.

La temperatura para el conchado de chocolate oscuro esta entre 60y 71°C y
para el chocolate con leche esta entre 46 y 55°C.
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Efectos del Conchado:

- Remocién de la humedad de la pasta (del 2.0% al 0.5%)

- Remocidon de compuestos volatiles que proporcionan sabores
indeseables.

- Reduccion de la viscosidad.

- Dispersion completa de sélidos en la fase liquida.

- Desarrollo del sabor debido al contacto con el aire durante el mezclado
prolongado a temperatura elevada.

- Eliminacion de asperezas de las particulas.

Desinfectante. Son agentes antimicrobianos que matan a los microorganismos y
se usan sobre objetos inanimados (Brock T.D. 1993).

Espuma. Es la dispersién de un gas (normalmente aire) en un alimento o en un
producto semifacturado de consistencia liquida, cremosa o pastosa, esto se logra
mediante el batido o agitacién (Tsheuschner H.T. 2001).

Fondant. El fondant es una suspension de cristales finos de azucar en un jarabe
saturado. Normalmente el tamafio de los cristales es alrededor de 10 um y los
sélidos del jarabe deben estar al 75% o mas alto para impedir el desarrollo de
mohos. La composicién tipica del fondant base es alrededor del 75% de azucar,
15 % de solidos de glucosa y 10% de agua, si bien todas estas cantidades pueden
variarse en alguna medida. Aunque es posible elaborar fondant manualmente, la
mayoria de los procesos son de trabajo continuo y consisten en la ebullicién de un
jarabe hasta unos 120°C, seguido por un enfriamiento rapido hasta unos 50°C
mientras esta siendo sometido a agitacidén violenta para dar lugar a la rapida
nucleacion y cristalizacion. Una vez que el proceso de cristalizacion ha
comenzado, la planta se llena de granos de cristal y cuando sale de la misma el
fondant esta casi totalmente cristalizado. ElI tamano de los cristales se reduce
mediante batido a temperaturas mas bajas (Ranken M.D. 1993).

Fungicida. Sustancia sintética o natural capaz de matar a las hongos o mohos
(Brock T.D. 1993).

Humedad relativa. La humedad relativa se define como la cantidad de vapor de
agua de una atmésfera dividida por la cantidad de vapor de agua de una
atmdsfera saturada de humedad, a la misma temperatura y presién, y multiplicado
por 100. Los instrumentos para medir la humedad relativa incluyen higrémetros de
papel y de cabello, termémetros de bulbo seco y bulbo humedo e instrumentos
electronicos (Ranken M.D. 1993).
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Humedad relativa de equilibrio (HRE). En una atmdsfera completamente seca
todos los productos de reposteria perderan agua. A medida que la humedad
relativa de esa atmdsfera aumenta llegara un momento en el que los productos
dejen de perder humedad y si se sigue aumentando la humedad relativa entonces
los alimentos absorberan humedad de la atmésfera. A la humedad relativa de una
atmésfera en la que un alimento (o un producto de reposteria) ni gana ni pierde
humedad se denomina Humedad relativa de equilibrio de dicho producto y es una
funcién de la presion de vapor de sus moléculas (Ranken M.D. 1993).

Licor de cacao. Es el producto obtenido de la molienda del grano de cacao
tostado libre de cascarilla, que puede ser alcalinizado o no.

Mezclado. Incorporacion de la porcion principal de las materias primas,
obteniéndose una pasta de textura ligeramente gruesa y de consistencia plastica.

Moldura de almidén. Normalmente se utiliza el almidon de maiz para la
formacion de molduras con destino a la elaboracion de productos de confiteria. El
uso del almidon tiene que hacerse en adecuadas condiciones (Ranken M.D.
1993).

a) Debe proporcionar una buena impresién

b) El almidon necesita aireacion

c) Debe controlarse el contenido de humedad

d) Debe eliminarse los residuos y fragmentos de los productos depositados.

Osmofilos. Son los organismos capaces de crecer en medios con elevadas
concentraciones de solutos, por ejemplo, ambientes muy ricos en azucar o muy
salinos, a estos ultimos también se les conoce como haldfilos. El citoplasma tiene
por lo general una concentracién de solutos mayor que el medio, de manera que el
agua tiende a penetrar en la célula. Si la concentracion externa de solutos se
eleva hasta un valor mayor que el de la interna el agua tendera a salir de la célula,
y en estas condiciones un organismo solo puede obtener agua y crecer
aumentando su concentracién interna de solutos. Algunos microorganismos
pueden hacer esto mejor que otros y, por lo tanto, son llamados osmdfilos (Brock
T.D. 1993).

Osmosis. La Mayor parte de los habitats bacterianos tienen concentraciones de
solutos considerablemente inferiores a los que hay dentro de la célula. El agua
pasa de bajas regiones de concentracion de solutos a regiones de
concentraciones de solutos elevadas segun un proceso denominado 6smosis. Asi,
a lo largo de la vida de la célula, el agua tiende constantemente a entrar y la célula
se hincharia y llegaria a reventar si no fuera por la resistencia de la pared celular.
Si la concentracién de solutos es superior en el medio que en la célula, el agua
fluye hacia fuera, y la célula se deshidrata; este proceso se llama plasmolisis
(Brock T.D. 1993).
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Refinado. Determina la tersura y fineza del chocolate. Para esto se utiliza
generalmente un refinador de 5 rodillos. Asi, se reduce el tamafno de particula de
la pasta hasta 25 — 35 micras.

Trampar. Cubrir o bafar con chocolate
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