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Resumen

El presente trabajo tuvo por objetivo evaluar la vida en anaquel del pan artesanal Ezequiel (CITAL) y
pan de molde comercial Superbueno (Productos Union), usando aceite esencial del clavo de olor (Eu-
genia Caryophillus) como antimoho. El aceite esencial fue obtenido por el método de hidrodestilacion,
con un rendimiento de 15 % (m/m). Del analisis microbiolégico del pan Superbueno (pan comercial)
se identificaron una cepa de levadura y dos mohos que corresponden al género Penicillium. Del pan
Ezequiel se identificaron tres cepas aisladas de mohos, la cepa blanca corresponde al género Penici-
llium, y dos cepas de género no identificado. La aplicacién del aceite esencial a las seis cepas aisladas
fueron a tres concentraciones (10 ul, 12.5 ul y 15 ul). Los resultados mostraron la ausencia de mohos
hasta un periodo de incubacion de 57 dias. Finalmente, se comparo la efectividad del aceite esencial
de clavo de olor con un antimoho comercial (Pangermex, aceite esencial de citricos), aplicandose en
forma de spray al pan Ezequiel. El aceite esencial de clavo de olor presenta la misma capacidad inhi-
bitoria que el antimoho comercial por un periodo de 10 dias.
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Abstract

The objective was to evaluate the shelf life of handmade Ezekiel bread (CITAL) and commercial loaf
bread Superbueno (Productos Union) using essential clove oil (Eugenia Caryophillus) as an anti-mold.
The essential oil was obtained by the hydrodistillation method, with a yield of 15% (m/m). From the micro-
biological analysis of Superbueno bread (commercial) one strain of yeast and two molds were identified,
which correspond to the genus Penicillium. From the Ezekiel bread three isolated strains of mold were
identified, the white strain corresponds to the genus Penicillium, and two strains of unidentified genus.
The application of essential oil to the six isolated strains was applied at three concentrations (10 ul, 12.5
ul'y 15 ul). The results showed the absence of molds up to an incubation period of 57 days. Finally, a
comparison was done of the effectiveness of essential clove oil as a commercial anti-mold (Pangermex,
essential citrus oil), applying it in spray form to the Ezekiel bread. The essential clove oil presents the
same inhibitory capacity as the commercial anti-mold for a period of 10 days.
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Introducciéon

os productos industrializados de la panificacion
son perecibles por naturaleza y requieren protec-

cién de los contaminantes durante su preparacion,
almacenamiento y distribucion. Conservar el pan
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luego del horneado es una preocupacion constante
del panadero, porque éste se convierte en un cultivo
Optimo de los hongos, por ser aerobios y necesitar
de oxigeno para desarrollarse y reproducirse en la
corteza del pan. Entre los mohos mas frecuentes del
pan de molde podemos citar al Rhizopus nigricans,
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Mucor mucedo, Asperguillus niger, Penicillum expan-
sum y Neurospora sitophila (Tejero 2003).

Con el proposito de evitar esta contaminacion y pro-
longar la vida util del producto, diversos aditivos pue-
den ser adicionados, sin embargo, existen cuestiona-
mientos en relacion a su uso (Burt 2004). Por ejemplo,
uno de los conservantes mas usados en la industria
panificadora es el propionato de calcio, que en gran-
des cantidades puede presentar problemas en el pan,
porque ademas de inhibir el crecimiento de los hon-
gos, disminuye la actividad de las levaduras, retardan-
do la generacion de CO,, alcohol y esencias aromati-
cas (DaSilva 2007). Adicionalmente, el propionato ha
recibido severas criticas en relacién a su capacidad de
producir efectos toxicoldgicos en el ser humano.

Por consiguiente, es necesario el reemplazo de los
conservantes sintéticos por sustancias naturales, ta-
les como los aceites esenciales (Oussalah y otros
2005). Los aceites esenciales pueden ser extraidos
desde diversas plantas, usando cualquiera de los si-
guientes métodos: prensado, enfleurage, hidrodesti-
lacion, extraccion por solventes organicos y extrac-
cion con fluidos supercriticos (Martinez 2001).

Decker y otros (2005) presentaron una revision so-
bre el uso potencial de agentes antimicrobianos
naturales como “preservantes secundarios”, donde
muestran que los aceites esenciales extraidos de
las plantas son ideales para la conservacion de los
alimentos, ya que reportaron un amplio espectro de
actividad antimicrobiana contra una gran cantidad
de contaminantes y de bacterias patégenas.

Dentro de las diferentes plantas con propiedades
antimicrobianas encontramos al clavo de olor. Los
brotes de clavo de olor son obtenidos a partir de la
flor de Eugenia caryophillus. Esta especie es nativa
de Amboyna y de la Isla de Moluccan — Indonesia
(Bravo 2003). Existen tres tipos de aceites esenciales
de clavo de olor, el primero es extraido del brote y es
el mas comercial de todos, el segundo viene de las
hojas y por ultimo del tallo.

El contenido de aceite volatil de los brotes es de 15 a
20 %, y esta compuesto principalmente por eugenol
(85 —95 %).

Entre sus propiedades funcionales podemos men-
cionar su capacidad de ser carminativa y estimulan-

te, alivia los vémitos, las flatulencias y las nauseas.
En general, son usados para estimular el aparato di-
gestivo. Es un analgésico muy suave que se emplea
para mitigar el dolor de muelas. La capacidad antimi-
crobiana del aceite esencial de clavo de olor (euge-
nol) fue evaluada en Aeromonas hidrophylla aisladas
de pollo cocido (Hao y otros 1998).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la capacidad
antimicrobiana del aceite esencial del clavo de olor
en cepas aisladas del pan artesanal Ezequiel y pan
industrial Superbueno.

Materiales y Métodos

Materia prima

Brotes de Clavo de olor (Eugenia caryophillus) com-
prados en el mercado Central de Lima, los cuales
fueron cultivados en Brasil. Para las extracciones, el
material fue molido y tamizado. La humedad se de-
terminé usando el equipo Aqualab (Decagon Devi-
ces, modelo 3TE, Canada).

Extraccion por hidrodestilacion

La extraccion del aceite esencial fue realizada usan-
do el aparato Schilcher acoplado con manta de ca-
lentamiento (TECNAL, modelo TE — 2761315, Bra-
sil). Sesenta gramos de clavo de olor molido fueron
depositados en el balén, junto con 750 ml de agua
destilada y 25 perlas de vidrio. En la temperatura de
ebullicion, el vapor de agua + aceite esencial salen
del balén, para luego condensar. La mezcla cae en el
tubo colector, llenando lentamente el tubo. Cuando
la mezcla alcanza el nivel maximo del tubo colector,
el agua retorna dentro del balén. El aceite esencial
de Eugenia Caryophillus posee mayor densidad que
el agua y éste desciende hasta la parte inferior del
tubo colector (Bravo 2003). La separacion del aceite
esencial fue completada a través de la congelacion.
Las extracciones fueron realizadas por triplicado. El
rendimiento global del aceite esencial fue calculado
gravimétricamente.

Preparacion del agar

Fue preparado el Agar Papa Oxitetraciclina (APOX
- 96 % de solucién de papa blanca, 2 % Glucosa
y 2 % Agar) y depositadas en placas petri (placas
APOX).

Aislamiento de cepas

Los cultivos fueron preparados usando 10 g de cada
muestra de pan contaminado del tipo Superbueno

Vol 1. N° 1 - 2009 - Revista de Investigacion Universitaria 13




Conservacion de Pan Artesanal Ezequiel y Pan Superbueno Usando Aceite Esencial de Clavo de Olor (Eugenia caryophillus)

y Ezequiel junto con 90 ml de solucién salina pep-
tonada (SSP). Fueron realizados dos diluciones.
Cada solucién (0.1 ml) fue inoculada en las placas
de APOX. Las muestras fueron incubadas por 14
dias a temperatura ambiente. Las cepas mas re-
presentativas fueron aisladas y fue realizado el Test
de Camara Humeda, a fin de identificar las cepas.
Cada cepa aislada fue propagada en tubos inclina-
dos con APOX e incubadas por 10 dias a tempera-
tura ambiente.

Test in vitro

Para la evaluacion de la capacidad antimicrobiana se
usaron panes recién procesados (sin spray antimo-
ho), proporcionados por Productos Union (pan Su-
perbueno) y pan Ezequiel (Centro de Investigacion
en Tecnologia de Alimentos - CITAL). Para la inocula-
cion de las cepas aisladas se pes6 10 g de pan pre-
viamente esterilizado a una temperatura de 121 °C
por 15 minutos a una presién de 20 psia. Los cuales
fueron incubados por 14 dias a temperatura ambien-
te. Posteriormente las muestras incubadas fueron li-
cuadas con 90 ml de SSP. Se tom¢ de esta solucion
0.1 mly fue depositada en una placa petri con APOX,
sucesivamente se inoculd el aceite esencial del clavo
de olor a tres diferentes concentraciones (10 ul, 12.5
uly 15 ul) y con tres repeticiones cada una de ellas.
Las muestras fueron observadas por un periodo de
57 dias a 21 °C y en oscuridad.

Comparacion de efectividad del aceite esencial del
clavo de olor con el antimoho de aceite esencial de
citricos llamado comercialmente Pangermex

Fue preparado el spray antimoho del aceite esencial
de citricos utilizando 83 % de alcohol, 15 % de agua,
1.7 % de esencia de vainilla, 0.3 % Pangermex. El
spray del aceite esencial del clavo de olor fue pre-
parado de manera similar a las concentraciones de
0.01 %, 0.0125 % y 0.015 %.

Las cuatro soluciones fueron aplicadas a las mues-
tras en estudio. Las aplicaciones fueron realizadas
por triplicado en fin de verificar la eficacia.

Resultados y Discusion

| rendimiento del aceite esencial del clavo de olor
fue 15 % *= 0.5 %.

Aislamiento de cepas

En la figura 1 se muestran las cepas aisladas de
las muestras de los dos tipos de panes. En el pan
Ezequiel (grupo A) fueron identificadas colonias
blancas (perteneciente al género Penicillium), ver-
des y melones (mohos no identificados).En el pan
Superbueno (grupo B) se encontraron tres tipos
de colonias: negras, verdes/blancas (ambas per-
tenecientes al género Penicillium) y blancas (le-
vadura).

/

~

Figura 1 - Cepas aisladas a partir de pan Eze-
quiel y pan Superbueno
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En la figura 2 se presentan los andlisis de cdmara  lonias blancas, verdes y melones) y Superbueno
humeda de las cepas aisladas del pan Ezequiel (co-  (colonias verdes, negras y verdes/blancas).

Figura 2 - Cepas aisladas de los panes: (A) moho
blanco, (B) moho verde, (C) moho melén - Pan Eze-
quiel; (D) moho verde, (E) moho negro, (F) moho
verde/blanca - Pan Superbueno

/

Segun los estudios efectuados por Nielsen (2000),  Actividad antimicrobiana

los mohos presentes en los panes pueden ser As-  En la figura 3 se observa los resultados de la efecti-
pergillus flavus, Endomyces fibuliger, Penicillium  vidad del aceite esencial en cepas aisladas del pan
commune, P corylophilum, P roqueforti y P soli- Ezequiel y pan Superbueno a una concentracién de
tum. 10 ul de aceite esencial de clavo de olor.

a _ N

Figura 3 - Evaluacion de la capacidad antimicrobiana de aceite esen-
cial de clavo de olor a una concentracion de 10 ul en donde: (A)
colonias negras, (B) colonias verdes, (C) colonias verdes/ blancas,
(D) colonias verdes, (E) colonias melones, (F) colonias blancas

N | y,
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Se observa que para un periodo de incubacién de
57 dias no existe el crecimiento de cepas. Similares
resultados fueron obtenidos a las concentraciones
de 12.5uly 15 ul.

En la figura 4 se observa los panes conservados con
el Pangermex a 300 ul.

Para los 57 dias de conservacién no se observa
ningln crecimiento de cepas similares. Los resul-

tados fueron obtenidos para el aceite esencial del
clavo de olor.

Nielsen (2000) reporta porcentajes de inhibicién que
varian de 25 % hasta un 85 % dependiendo del géne-
ro de Penicillium. Los autores usaron 1 ul de aceite
esencial de clavo de olor por 7 dias de incubacién.

Los resultados obtenidos son muy similares a los ob-
tenidos por Nielsen (2000).

4 N
PANGERMEX
g . Figura 4 - Aplicacion del antimoho
7 0() UI Pangermex (300 ul) en cepas ais-
ladas de Ezequiel
. /

Conclusiones

I rendimiento del aceite esencial obtenido por el
método de hidrodestilacion fue 15 % + 0.5 %.

De las tres cepas encontradas en el pan Superbue-
no, una de ellas es una levadura y las tres restantes
pertenecen al género Penicillum. De igual manera
las tres cepas del pan Ezequiel pertenecen al géne-
ro Penicillum.

En los resultados observamos la total inhibicién de
las cepas de género penicillum, ademas de las dos
cepas no identificadas presentes en el pan Ezequiel,
afirmando los resultados de investigaciones anterio-
res acerca del efecto inhibitorio del aceite de clavo
de olor.

Los resultados del andlisis microbiologico IN VITRO

indican que el aceite esencial de clavo de olor garan-
tiza la conservacion del pan Ezequiel.
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