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RESUMEN

El pan es considerado un producto fundamental en la alimentacion de muchos
paises. B. cereus es un microorganismo esporulado, anaerobio facultativo y sus esporas
pueden germinar a temperaturas entre 5 y 55 °C y en a»=20,92. Estas son capaces de
soportar el proceso de horneado del pan y pueden germinar cuando se lleva a cabo un
enfriamiento lento de este producto. El objetivo de este trabajo fue conocer y valorar los
parametros de crecimiento de B. cereus en diversos panes elaborados artesanal e
industrialmente, a través de la determinacion de sus factores intrinsecos y la posterior
prediccion de crecimiento de este. Para ello, se analizaron la aw, el pH y el NaCl, tanto
de la miga como de la corteza, en los distintos tipos panes. Ademas, se llevé a cabo la
prediccion del crecimiento de B. cereus a pH y ay medios, minimos y maximos utilizando
la base de datos ComBase. Los valores de a, encontrados oscilaron entre 0,811 a 0,939
para la corteza y entre 0,959 a 0,980 para la miga. El rango de pH fue 5,56 a 5,82 para
la corteza y de 5,54 a 6,05 para la miga. No se observaron diferencias significativas
entre los distintos tipos de panes para el mismo elaborador. Sin embargo, se han
encontrado diferencias significativas (p<0,05) entre la aw de las cortezas del pan de
molde, tanto industrial como artesanal, y barra, barra integral y pan candeal. Los
resultados obtenidos de la prediccién de crecimiento indican que B. cereus crecié mas
rapido en las migas de los panes artesanales (0,191-0,194 h'!), mientras que la miga del
pan candeal industrial presentd la velocidad de crecimiento mas baja (Umax 0,079 h?).
Este hecho indica que este pan podria considerarse el mas seguro. Asi mismo, se
observd que una reducciéon de 0,5 unidades de pH provocd un descenso de pmax de
0,100 ht en el crecimiento de este microorganismo. Finalmente, se propone el control

del pH y de la ay durante la elaboracién del pan para evitar el crecimiento B. cereus.

PALABRAS CLAVE

Bacillus cereus, caracteristicas fisicoquimicas, pan, modelo de crecimiento.
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ABSTRACT

Bread is widely consumed as a part of traditional diet and is an important source of
dietary energy. B. cereus spores can germinate at 5 to 55 °C and at a»=0,92 and that
could survive the baking process and germinated if the cooling is slow during the storage.
The aim of this study was to know the growth parameters of B. cereus in several in
breads from craff and industrial bakeries by determination pH, a, and NaCl into crumb
and crust. The growth of B. cereus in bread was predictive at minimum, mean and
maximum pH and aw values using the ComBase database. Water activity (aw) values
were between 0,811-0,939, and 0,959-0,980 to the crust and the crumb, respectively.
The pH values were between 5,56 to 5,82 and 5,54 to 6,05 to the crust and crumb,
respectively. Non-significant differences were found between kinds of bread to the same
producer. However, significant differences (p<0,05) have been found between the aw of
the crusts of sliced bread and loaf, wholemeal bread and candeal bread. The predictive
model shown that B. cereus grew up faster in the crumbs from craff bakeries (0,191-
0,194 h'). Nevertheless, the crumb of industrial candeal bread showed lowest growth
rate (Umax 0,079 ht). This fact indicates that could be considered as safest bread. The
reduction 0,5 units of pH in crumb bread it can reduced of umaxat 0,100 h™to B. cereus.
The pH and ay control during the making process of bread could be used to prevent the

growth of sporulated microorganisms such as B. cereus.

KEY WORDS

Bacillus cereus, physical-chemical properties, bread, predictive modeling.
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TABLA DE ABREVIATURAS

Tabla 1. Tabla de abreviaturas

aAw
BAL
HCO
NMP
np
OMS
UFC
S.S.S.
D

Tr

Mmax

Actividad de agua

Bacterias acido lacticas

Hidratos de carbono

NUmero mas probable

Valor no presentado
Organizaciéon Mundial de la Salud
Unidades formadoras de colonias
Sobre sustancia seca

Tiempo de duplicacién

Tiempo de latencia

Trazas

Velocidad maxima de crecimiento
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1 JUSTIFICACION

Los cereales y sus productos derivados constituyen una parte fundamental de la dieta
equilibrada, encontrandose en la base de la pirdmide alimentaria de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). El cereal predominante en la dieta humana es el trigo
(Triticum), y las variedades que mas se cultivan son el trigo duro (Triticum durum) y el

trigo blando (Triticum aestivum).

En Espafia, el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién ha estimado para 2018
un valor de produccion en el sector de los cereales (excluyendo el arroz) de 4.278
millones de euros. La compra de cereales en los hogares espafioles aumenté un 2,5%
en 2018. El consumo per cépita de cereales en este afio fue de 1,61 kg por persona 'y
afo (1). Analizando el consumo total de cereales de 2018/19, el consumo de trigo en

alimentacién humana supone un 95% del total de cereales (2).

A dia de hoy, la principal forma de consumo de este cereal es la harina de trigo. A su
vez, la harina de trigo es la materia prima basica para los alimentos del grupo de los
cereales y derivados, como el pan o las pastas alimenticias, cuyo consumo diario
recomendado se encuentra entre 4 y 6 raciones gracias a su contenido en fibra,
minerales y vitaminas, ademas de ser el principal aporte de hidratos de carbono (HCO),
gue deben representar un 50-55% de las kcal totales de nuestra dieta. Las proteinas
representan un 9,3% de la composicion de la harina de trigo, y es en funcién de las
propiedades funcionales de las proteinas por las cuales se clasifican para su uso en

harinas panaderas, para pastas o para reposteria.

Debido al elevado consumo de este grupo de alimentos, el control de la calidad
tecnolégica y microbiana es esencial para asegurar su adecuada seguridad alimentaria.
La caracterizacion fisico-quimica y reoldgica de las harinas es un aspecto clave para
garantizar la calidad del trigo y de las harinas, asi como para asegurar la obtencion del
producto esperado (3), que debe contar con unas propiedades organolépticas
especificas atendiendo al color, sabor y olor, asi como tener un nivel apropiado de
humedad, un contenido adecuado de cenizas y ausencia de sustancias extrafas (4). La
molienda de los granos del cereal compromete estas caracteristicas, afectando también
a la densidad aparente, al almidon dafiado y a la estructura y propiedades funcionales

de la harina (5).
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2 INTRODUCCION

2.1 EL CONSUMO DE LA HARINA DE TRIGO Y DEL PAN

Los cereales son el pilar fundamental de la alimentacibn en todo el mundo.
Actualmente, de los 2,3 mil millones de toneladas de cereales producidas, 1 mil millones
de toneladas son destinadas al consumo humano. Después del maiz y el arroz, la
produccion de trigo supone la tercera mas importante del mundo, pero su consumo

alimentario se sitla en segundo lugar, siendo el arroz el principal (6).

El consumo de trigo evoluciona al ritmo al que lo hace el crecimiento poblacional. En
la década de 1990 el crecimiento mas lento de la demanda de cereales ocasion6 una
disminucion en su consumo, ligado entre otros factores a la desaceleracion del
crecimiento de la poblaciéon mundial. Sin embargo, el consumo ha ido paulatinamente
en aumento desde entonces, llegando a superar la demanda a la produccién en los
paises desarrollados en los ultimos afios (7). Es por ello que las importaciones, sobre
todo de paises en desarrollo, se han convertido en un aspecto fundamental para esta

creciente demanda (6).

En Espafia, la produccién de cereales (excluyendo el arroz) representa el 8% de la
Produccion de la Rama Agraria y el 13% de la Produccién de la Rama Vegetal. Esto
supone un incremento en el valor de la produccién respecto al afio anterior, ademas de
representar el valor mas alto desde 2013 (8). En cuanto a la produccion del trigo duro,
las estimaciones de superficie cultivada de cereales de otofio-invierno para la campafa
de comercializaciébn 2018-19, cosecha 2018, reflejan un descenso del 7,6% en la
superficie de produccién para cereal. En 2018, la cosecha de trigo blando supuso 6,7

millones de toneladas, y la de trigo duro 1,32 millones de toneladas (9).

El consumo per capita a finales de 2018 del pan fue de 31,87 kg/persona/afio, que
supuso un descenso del 2% respecto al afio anterior. Sin embargo, para la harina este

consumo aumenté respecto al de 2017, siendo en 2018 de 2,33 kg/persona/afio (1).

2.2 DEFINICION Y CARACTERISTICAS DE LA HARINA

La harina, de acuerdo al Real Decreto 677/2016, de 16 de diciembre, por el que se
aprueba la norma de calidad para las harinas, las sémolas y otros productos de la
molienda de los cereales, se define como “el producto obtenido de la molturacion del
grano del cereal, constituido fundamentalmente por el endospermo, con una

granulometria tal que el 90% de sus particulas pase a través de un tamiz de 180 um de
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luz de malla, a excepcién de la harina de trigo morena, que pasa el 80% de las

particulas”.

Ademas, la normativa establece que la denominacién de las harinas se acompafie
por el nombre del cereal de procedencia de las mismas. De esta forma, podemos
encontrar harina de trigo, de centeno, de cebada, de arroz o de avena, entre otros
cereales. También se pueden elaborar harinas obtenidas de legumbres, como la harina
de garbanzos o de soja; harinas obtenidas de frutos secos y de raices o tallos, como la
harina de tapioca o de fécula de patata. Otro tipo de harinas que se pueden encontrar
son las de mezcla de harinas, resultado del mezclado de las harinas de diferentes

cereales.

La denominacion general de harina se corresponde con la harina de trigo, definida
como aguella obtenida de la molturacion del grano de trigo Triticum aestivum o la mezcla
de este con el Triticum durum desf., siempre que el contenido de esta Ultima variedad
no supere el 20% en la composicién final del producto. La harina de trigo esta descrita
como lista para su venta al consumidor final o destinada para ser utilizada en la

elaboracion de otros productos alimenticios.

En los cereales podemos

% ENDOSPERMO

¥~ banda pigmentada
SALVADO
GERMEN

. . Pelos del
diferenciar tres partes: el germen, el pincel

endospermo y el salvado (Figura 1). El

germen, que es la parte mas interna

—— Endospermo

Célula repleta de granos de
almiddn en la matriz proteica

que germina para crecer, contiene

proteinas de alta calidad, lipidos,

— Paredes celulares de
celulosa

minerales y vitaminas del grupo B y

Capa de células de aleurona

vitamina E. El endospermo, que es la fs
ejido nuclear

=~ Cubierta de la semilla [testa)

parte intermedia que envuelve al
= Células tubulares

germen proporcionandole nutrientes

S gF Células cruzadas
#  Hipodermis

para su desarrollo, es la fuente Epidermis

i
f — Escutelo

principal de HCO, aunque también - Cublerta del tallo

= Tallo rudimentario

contiene proteinas, minerales 'y

Raiz primaria rudimentaria

vitaminas. El salvado, que es la parte

. —— Cubiettade laraiz

——" Cofia

mas externa que compone la cubierta
del cereal, es rico en fibra, minerales Fig. 1. Anatomia del grano de trigo, corte
y vitaminas del grupo B. (10) longitudinal y transversal
Fuente: Ferreras, 2009 (60)
La harina blanca o refinada se

elabora Unicamente con la parte intermedia, con el endospermo, mientras que la harina
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integral es la elaborada mediante la molturacién de las tres partes del grano de cereal,
por lo que su composicion se corresponde con la del grano del cereal integro (11). Los

métodos de obtencion de la harina pueden verse en el Anexo 1.

2.3 USOS DE LA HARINA Y SU IMPLICACION EN EL PAN

Los trigos duros, como Triticum durum, suelen tener un contenido mayor de proteinas
(10-15%), y se destinan principalmente a la elaboracion de harina para pan y la sémola
gue se obtiene se utiliza en la produccién de pasta. Los trigos como Triticum aestivum,
mas blandos, se caracterizan por tener un menor contenido de proteinas (8-11%) y su
uso se deriva a la produccién de harina, salvado, galletas, pasteles y algunos tipos de
pan (12) (13).

La calidad panadera de la harina de trigo se determina en funcion de las
caracteristicas que posea el trigo, y permite clasificar los tipos de harina segun su fuerza.
Por definicion, la calidad panadera “es la calidad minima exigible para el empleo de una
harina en panificacién, definida en funciéon de su contenido en proteinas y su fuerza
alveografica”, segun el BOE, Real Decreto 677/2016 (16 de diciembre) (11).

Las proteinas de la harina de trigo hacen que este cereal tenga la capacidad de
formar una masa fuerte, cohesiva, capaz de retener gas y obtener un producto
esponjoso tras el horneado. Concretamente, es el contenido y la calidad del gluten, lo
que le confiere a la harina de trigo la capacidad de ser panificable. En base a esto, una
harina con un alto contenido en gluten permitird que la masa absorba mas agua y
fermente mas lentamente, dando como resultado una masa elastica y consistente (14)
(15). En funcién de esta capacidad la harina podra destinarse a unos u otros usos, como

podemos ver en la Tabla 2.

Para obtener la fuerza panadera se utiliza un alvedgrafo, que es un equipo que
permite medir las propiedades reoldgicas de la harina y representar los resultados de
forma gréfica y numérica. El trabajo necesario para romper una ldmina de masa de
harina empujada por el aire es lo que se conoce como fuerza panadera o indice de

capacidad panificable, representado mediante la letra “W” (14).

Tabla 2. Clasificacién de las harinas de trigo en base a su indice de capacidad panificable

Tipo de harina Proteina (% s.s.s.) W Fuerza (x104}) Utilidad
Gran fuerza | 2145 =350 Masas muy enriquecidas
Fuerza | 2125 =250 Masas enriquecidas
Media fuerza 210,5 =150 Pan tradicional
Panificable 29 =70 Masas ligeras

Fuente: BOE, Real Decreto 677/2016 (16 de diciembre) (11)
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2.4 DEFINICION Y CARACTERISTICAS DEL PAN

El pan, de acuerdo con el Real Decreto 308/2019, de 26 de abril, por el que se
aprueba la norma de calidad para el pan, “es el producto resultante de la coccién de una
masa obtenida por la mezcla de harina y agua, con o sin adicion de sal, fermentada con

la ayuda de levadura de panificacion o masa madre”.

Ademdas de los ingredientes mencionados, se pueden adicionar otros que
proporcionan diversas variedades de pan al mercado. Dependiendo de la zona de
elaboracion, la forma del pan, su peso o modo de produccién también se han establecido

diferentes denominaciones para el pan.

El pan comudn es aquel cuyo consumo habitual se efectia en las veinticuatro horas
siguientes a su produccion, ya sea elaborado con harina refinada o integral, con o sin
salvado de cereales en su composicion. El pan comdn puede recibir diferentes
denominaciones en funcion, como se ha mencionado anteriormente, de su forma de
elaboracion o ingredientes. El pan bregado, de miga dura, espafiol o candeal es aquel
cuya preparacion precisa del uso de cilindros refinadores, tradicional de algunas zonas
de Espafa y elaborado con harina de Triticum durum. El pan integral es aquel elaborado
con harina integral o de grano entero, y gracias a la nueva normativa de 2019 en Espafa
se establecen las normas por las cuales denominar a esta variedad de producto. De
esta forma, aquellos panes elaborados con harina integral en su totalidad se podra
acotar su nombre con el de “pan integral” acompafado del nombre del cereal o cereales
de los cuales procedan la harina o las harinas utilizadas. Sin embargo, aquellos panes
en cuya composicion se incluyan otras harinas o sémolas integrales deberan incluirse
denominando el cereal o sémola correspondiente acompafiado del porcentaje que
corresponda a la composicion final del pan elaborado (BOE, Real Decreto 308/2019 (26
de abril)) (16).
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2.5 ELABORACION GENERAL DEL PAN

La elaboracion de pan de forma tradicional | Pesadodeingredientes

consta de varias etapas. En primer lugar, se l
realiza el amasado mediante el cual se mezclan | Mezcla de ingredientes y
amasado

homogéneamente los ingredientes mencionados l
hasta que se forme una masa flexible y elastica.

. ., . 121 L e 30 min -3 horas
A continuacion, se deja reposar la masa para que ermentacion e 30°C
se produzca la primera fermentacién, doblando l

su volumen. Tras este tiempo de espera se divide Pesado y division de la
masa

la masa en piezas uniformesy, de nuevo, se deja

reposar para que vuelva a doblar su volumen, l r
coincidiendo esta etapa con la segunda 2 fermentacion 4 o 2 hores
fermentacion. Finalmente, se cocina en un horno l L
en torno a 200 °C durante 15 minutos. En la e 15min
Horneado T e 200°C
Figura 2 se puede ver un diagrama de flujo sobre l
la elaboracion general del pan.
Envasado

Fig. 2. Diagrama de flujo sobre la elaboraciéon general
del pan. Elaboracion propia

2.6 COMPOSICION FiSICO-QUIMICA DEL PAN

El pan blanco elaborado con harina de trigo es rico en HCO complejos, suponen
alrededor de un 58% de su composicién, y principalmente debida a la fraccién de
almidén, que supone el aporte energético de este producto. Los HCO de rapida
absorcion o sencillos se encuentran en bajas proporciones. El contenido proteico se
encuentra en torno a un 7,8% y su aporte en materia grasa es minoritario. Comparando
su composicion con la del pan integral (Tabla 3, Anexo 2) podemos ver que el contenido
en fibra es mucho menor en el pan blanco que en el integral. Sin embargo, el contenido

en cenizas del pan blanco supera el del pan integral.

Lo més caracteristico es que el pan blanco es un producto con alto contenido de
humedad, que es un factor de riesgo para el crecimiento de patégenos. Su a»>0,93 crea
un medio apto para el crecimiento de bacterias Gram negativas, bacterias Gram

positivas y de hongos que podrian ser micotoxigénicos.

La norma del Real Decreto 1137/1984, de 28 de marzo, por el que se aprueba la
Reglamentacién Técnico-Sanitaria para la Fabricacion, Circulacion y Comercio del Pan
y Panes Especiales, a pesar de quedar derogada en la actualidad, es la que

determinaba el contenido méaximo de humedad del pan como producto terminado. En

Pagina 12|60



ella se establecia la humedad del pan especial, que debia ser como maximo del 38%
(17). Este es el caso del pan de molde, y debido a su elevada humedad su actividad de
agua también aumenta, siendo este producto especialmente susceptible a la infeccion

por mohos.

Los principales problemas relacionados con el deterioro fisico de los productos de
panaderia son los cambios en su contenido en humedad, que afectan aumentando o
disminuyendo en productos con humedad baja e intermedia. Para solventarlo la industria
ha innovado envoltorios para sus productos, pero estos recubrimientos pueden generar
un ambiente propicio para el crecimiento de mohos, sobre todo en productos horneados

de alta humedad como el pan.

La redistribucion de la humedad de la miga a la corteza es uno de los problemas de
deterioro fisico mas graves que se produce tras la coccién de los productos de

panaderia (18), y se ha sugerido como el principal mecanismo responsable del

endurecimiento de estos productos. En la &o ¢

Figura 3 se muestra el cambio en el contenido 5

de humedad en distintas zonas del pan 40

durante el almacenamiento. Pero este no es el i; sl

anico cambio que sucede tras la coccion de E %

estos alimentos, también se produce una £ os | *

retrogradacion del almidon, aumenta la sl

firmeza y se produce una pérdida de aroma 'y L

sabor en el producto (19). 150 25 50 75 100 125 150 175
En cuanto a los problemas por deterioro Tiempo (horas)

Fig. 3. Cambios en el contenido de humedad
en la corteza (o), en el centro de la miga (+) y
en zonas cerca de la corteza (A) en 100 g de
harina de pan almacenada durante 168 horas.

contenido de grasa, como el pan de molde. La Fuente: Czuchajowska et al., 1989 (18)

rancidez es provocada por la degradacion de lipidos, ocasionando malos olores y

quimico se encuentra la rancidez, que ocurre

en los productos de panaderia con mayor

sabores en el producto. Existen dos tipos de rancidez: la rancidez oxidativa y la rancidez
hidrolitica. La primera se produce por la descomposicion de los acidos grasos
insaturados en presencia de oxigeno, mientras que la segunda ocurre en ausencia de

oxigeno y es ocasionada por la hidrdlisis de los triglicéridos (20).

2.7 CALIDAD NUTRICIONAL DEL PAN

EnlaTabla 4,5y 6 (Anexo 3) se puede ver la composicion nutricional del pan blanco,
del pan integral y del pan blanco de molde, respectivamente. A grandes rasgos se puede

observar que el pan de molde es el que mas energia aporta de los tres y también el que
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mayor contenido lipidico presenta. El pan integral es el que mas aporte de fibra contiene,
destacando también por presentar mayores niveles de magnesio y acido félico.

En el pan elaborado con harina de trigo, el contenido en minerales como selenio,
fésforo, potasio y zinc y vitaminas es limitado, presentando pequefias cantidades de

algunas vitaminas del grupo B (21).

Atendiendo a la composicion de la miga, encontramos que su cantidad de almidén
de rapida absorcion es superior (91,73+0,21 g de fraccion de almidén/100 g de almidén
en la miga de panes con alta humedad frente a 87,63+1,76 g de fraccion de almidén/100
g de almiddén en la corteza del mismo tipo de panes) (22), y es este componente el que
se ha asociado con peores efectos en la salud, relacionado con enfermedades como la
obesidad, las enfermedades cardiovasculares o la diabetes tipo Il (23). Es por ello que
la investigacion en este sector esta centrando su atencién en el enriguecimiento del pan
y los productos horneados con ingredientes vegetales de alto valor nutricional como
harinas de leguminosas o derivados de semillas oleaginosas. De esta manera, el valor
proteico, lipidico y de compuestos antioxidantes y fitoquimicos de los productos
horneados se incrementaria. Sin embargo, estos ingredientes podrian hacer que la
calidad organoléptica de estos alimentos se viera comprometida, y es por ello que la
investigacion en este campo debe seguir avanzando para que el resultado del

enriguecimiento de estos productos sea 6ptimo en todos los aspectos sefialados (24).

2.8 CALIDAD MICROBIOLOGICA DEL PAN

El deterioro fisico-quimico y microbioldgico hace que la vida util de los productos de
panaderia se vea limitada, pero debido a la alta humedad que el pan presenta
(aw=0,949) también se ve implicado el impacto sanitario sobre los usuarios que lo
consumen. Es por ello que la calidad microbioldgica es uno de los principales focos a
los que prestar atencion en cuanto a la calidad higiénica de este producto, pues

compromete su seguridad alimentaria.

Los productos horneados con alto contenido de humedad como el pan son un medio
adecuado para el crecimiento de bacterias, levaduras y mohos. Ademas, también
pueden estar presentes otros microorganismos en la materia prima, como la harina de
trigo antes del horneado (20). A pesar de que la harina tiene una actividad de agua baja
(aw=0,523) (11) (25) donde el crecimiento de microorganismos se ve limitado, las
bacterias y los mohos pueden contaminarla y sobrevivir largos periodos de tiempo en
ella. Asimismo, la baja humedad de la harina hace que aumente la resistencia a las altas
temperaturas de algunos microorganismos durante el horneado (26). Si a lo anterior

afadimos que no se alcance una temperatura 6ptima durante la coccion del producto o
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que exista una contaminacion cruzada posterior al horneado del producto, podriamos
encontrar la presencia de microorganismos patégenos en el producto final,

comprometiendo su calidad higiénica.

El principal problema bacteriano que podemos encontrar es el causado por Bacillus
subtilis, una bacteria del género Bacillus formadora de esporas que se encuentra en las
materias primas de los productos molidos con bajo contenido de humedad. Ademas, las
esporas de esta bacteria son capaces de sobrevivir a las temperaturas de horneado,
germina cuando el producto se enfria y puede crecer en la etapa de envasado, tanto en
un medio aerobio como anaerobio (20). Otras bacterias que pueden estar presentes en
la materia prima y que pueden encontrarse en el producto final como se ha mencionado
son Salmonella, Escherichia coli (0,8 log NMP/g), Bacillus cereus, o anaerobios sulfito-
reductores, como Clostridium perfringens (<2 UFC/g). Cabe destacar que Cardoso et al.
(27) y Eglezos (28) no encontraron presencia de Salmonella ni de B. cereus en las

muestras que analizaron.

Los problemas causados por el crecimiento de levaduras se distinguen por su
crecimiento en la superficie de los productos, que adquieren coloraciones blancas o
rosadas visibles, sobre todo, en productos con alta actividad de agua y con una vida util
corta. Las principales levaduras que causan los problemas de deterioro en estos
productos son Pichia burtonii, de la familia de Saccharomycetaceae, y en menor medida
Candida guilliermondii, Hansenula anomala y Debaromyces hansenii. Las levaduras
crecen a aw superiores a 0,88, por lo que el pan podria ser un medio apto para su
crecimiento al encontrarse en valores de este pardmetro superiores a 0,91. Asi mismo,
la temperatura de almacenamiento del pan es adecuada para el crecimiento de esta

flora, pues el rango de temperatura para su crecimiento es de 5 a 37 °C (20).

Muchos mohos pueden crecer a valores de actividad de agua superiores a 0,8, lo
cual incluye, como ya se ha comentado, al pan y otros productos de reposteria.
Especialmente el pan de molde que tiene una humedad superior y, por lo tanto, una
actividad de agua (a»w=0,965) mas alta que la del pan blanco, es uno de los productos
en los que mayores niveles de crecimiento de mohos se pueden encontrar (18). Estos
productos cuando son recién horneados carecen de mohos viables y de sus esporas,
pero pueden contaminarse en el medio exterior tras su horneado al estar expuestos a
esporas de mohos presentes en el aire, superficies, equipos de panaderia, ingredientes
crudos o manipuladores de alimentos que actien como vectores. Esto se hace mas
evidente cuando las condiciones de almacenamiento tras el horneado son mas calidas

y humedas, como, por ejemplo, en los meses de verano (20).
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También debe sefialarse la posible contaminacion por micotoxinas presentes en la
harina, siendo uno de los problemas mas graves que afectarian a la seguridad y la
calidad del producto final, pues pueden transferirse de los granos de cereales a los
productos ya procesados. Las micotoxinas son metabolitos fungicos téxicos que al ser
ingeridos provocan una intoxicacion o micotoxicosis, ya sea aguda si se ha consumido
una dosis elevada en una sola ocasion que ha desencadenado el cuadro clinico; o una
intoxicacion crénica si se han ingerido alimentos contaminados en dosis repetidas
durante un largo tiempo. Estos metabolitos causan alteraciones hepaticas, renales,
nerviosas, digestivas, circulatorias, endocrinas, etc. Las mas importantes y mas
frecuentemente encontradas son las aflatoxinas y la ocratoxina A, producidas por varias

especies de los géneros Aspergillus spp. y Penicillium spp. (20) (27).

Estos microorganismos son algunos de los patégenos que pueden encontrarse en el
pan, bien por el paso del tiempo, por contaminacién cruzada o por un mal manejo del
producto. Sin embargo, no son los Unicos y no siempre la presencia microbiana en los
alimentos, y en concreto, en el pan supone un deterioro del producto. Existen
microorganismos beneficiosos presentes intencionadamente o no en el pan que ayudan
a mejorar sus cualidades. Por ejemplo, la levadura de panaderia mas usada y conocida
es Saccharomyces cerevisiae. Esta levadura utiliza como fuentes de carbohidratos
preferidas la glucosa y la fructosa presentes en la masa panadera, aunque también es
capaz de degradar otros azlcares (30). La degradacién de estos compuestos hace que
se genere alcohol y CO;, ambos eliminados en el horneado, y es lo que se conoce como
fermentacion. También pueden agregarse bacterias acido lacticas (BAL) para la
elaboracion de pan de masa &cida. Los principales beneficios que ofrecen estas
bacterias son el retraso del endurecimiento del pan (31) y la inhibicién del crecimiento
de patdgenos como Bacillus spp., entre otros, permitiendo el incremento del tiempo de
vida util del producto sin la adicibn de conservantes (20) (32). Las condiciones
necesarias para el crecimiento de estos microorganismos beneficiosos se muestran en
la Tabla 7, y en la Tabla 8 se pueden observar las condiciones para el crecimiento de

algunos de los patdgenos que podemos encontrar en el pan.

Tabla 7. Condiciones necesarias para el crecimiento de microorganismos beneficiosos

Rango de crecimiento

Microorganismo Temperatura °C pH awmin. | Condiciones gaseosas
Lactobacillus spp. 10-45 4,5-6,2 0,92 Aerobio facultativo
Saccharomyces Aerobio facultativo

o 18-38* 4,5-6,5 0,9
cerevisiae

*Temperatura de fermentacién
Fuente: Olivera, 2011 (33), Suarez et al., 2016 (34), Fontana, 2008 (35)
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Tabla 8. Condiciones limitantes para el crecimiento de microorganismos patégenos

Minimo requerido

Microorganismo Temperatura °C pH aw Condiciones gaseosas
Aspergillus spp. 25 21 0,85 Aerobio

B. cereus 5 4,35 0,91 Anaerobio facultativo
C. botulinum 6,7 4,8 0,96 Anaerobio

C. perfringens 15 5 0,95 Aerobio facultativo
E. coli 7 4,4 0,95 Aerobio facultativo

L. monocytogenes 0 4,3 0,92 Aerobio facultativo
Penicillium spp. 5 2 0,8 Aerobio facultativo
Pichia burtonii 5 2,8 0,9 Aerobio

Salmonella spp. 6 4 0,94 Aerobio facultativo
S. aureus 6 4,5 0,86 Aerobio facultativo
V. parahaemolyticus 5 4,8 0,94 Aerobio facultativo

Fuente: Smith et al., 2004 (20), Wheeler et al., 1991 (36), Legan et al., 1991 (37) y Kramer et al., 1989
(38)

2.9 BACILLUS SPP.

Las bacterias pertenecientes al grupo Bacillus spp. se caracterizan por ser
anaerobias facultativas productoras de esporas que pueden provocar toxiinfecciones
alimentarias en el ser humano. Pueden estar distribuidas en el agua, el suelo y la
vegetacion, por lo que facilimente pueden contaminar cualquier alimento de origen
ganadero o agricola (39). En la mayoria de los casos las toxiinfecciones alimentarias
asociadas a este grupo de bacterias son causadas por B. cereus, que puede causar dos
tipos de intoxicaciones: la forma diarreica, ocasionada por la ingestion de esporas
bacterianas que producen enterotoxinas en el intestino; y la forma emética, asociada a
la ingestion de una toxina preformada en el alimento (40). Sin embargo, existen otras
especies en el género Bacillus que no estan asociadas tan frecuentemente a

toxiinfecciones, como B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus.

La incidencia de deterioro en pan de trigo causado por especies de Bacillus ha
aumentado en los ultimos afios debido a la eliminacion de conservantes adicionados al
pan en su elaboracion y a que suelen afiadirse materias primas en su elaboracién como
salvado o semillas. Estas materias primas fueron a partir de donde comenz6 a
documentarse la contaminacién por Bacillus, asi como harinas, productos de panaderia

y superficies de trabajo contaminadas (41).

La mayoria de los casos de intoxicacion alimentaria por B. cereus estan asociadas a

una contaminacién de 5 a 8 log UFC por gramo de alimento contaminado, aunque en
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algunos casos se han visto asociados a concentraciones menores, entre 3y 4 log UFC
por gramo. Las toxiinfecciones causadas por otras especies de Bacillus estan siempre
asociadas a una ingestion mayor de células o esporas en alimentos contaminados, por

encima de 6 log UFC por gramo (42).

La mayoria de los brotes asociados a B. cereus estén relacionados con restaurantes
tipo catering o bufet (34,6% de los brotes), mientras que la segunda causa mas
frecuente de brotes esta asociada a productos de cereales contaminados (26,9% de los
brotes) (43). En general, los casos de intoxicacion alimentaria por B. cereus no se
informan debido a que los efectos asociados tienen una corta duracion, suelen ser leves
y autolimitados y no desencadenan grandes brotes, aunque si se han registrado algunos
casos fatales (39) (40).

Las esporas de las bacterias de este grupo resisten altas temperaturas y no son
eliminadas con un tratamiento térmico normal. Estas esporas pueden germinar y
multiplicarse en alimentos con alta humedad y poco acidos, a temperaturas desde 4 0 5
°C hasta 55 °C (38) (42). Debido a estas propiedades de supervivencia, se pueden
encontrar un nimero elevado de esporas de B. cereus en alimentos como las especias,
los cereales, las verduras y los productos procesados (39). En el caso del pan elaborado
por un proceso de coccidn parcial, en el cual la temperatura en el centro de la masa no
supera en ningtn momento los 100 °C, las esporas son capaces de sobrevivir y gracias
a que el pan terminado tiene una aw de 0,96 se favorece el crecimiento de B. cereus
(44).

Las temperaturas de refrigeracion reducen el crecimiento de B. cereus al aumentar
tanto el tiempo de generacién como el tiempo de latencia. En cuanto al pH, se ha visto
que la tasa de crecimiento a 25 °C de una cepa de B. cereus es constante entre pH 7 y
pH 5,5; sin embargo, por debajo de este nivel la tasa de crecimiento cae drasticamente.
La aw minima requerida por B. cereus es de 0,92, aunque en algunos casos puede
crecer a una aw de 0,91. Respecto a la concentracion de cloruro de sodio (NacCl)
relacionada con el crecimiento de B. cereus no hay datos consistentes, aunque parece
que concentraciones superiores a 7% de NaCl no permiten el crecimiento de esta

bacteria a ninguna temperatura (42).

En el caso de las esporas de B. cereus, el calor normalmente utilizado para eliminar
otras esporas bacterianas no resulta efectivo, pues en este caso las esporas tienen un
amplio rango de resistencia al calor tolerando procesos habituales de coccion o

pasteurizacion. Sin embargo, esta resistencia puede modificarse reduciendo el pH del
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medio. Por ejemplo, Ferndndez et al. (45) mostraron que a 95 °C la supervivencia de
las esporas de B. cereus disminuyé tres veces cuando se disminuy6 el pH de 6,2 a 4,7.

Una de las principales causas de deterioro en productos como el pan, después del
enmohecimiento, es el “deterioro de la cuerda” o “ropy spoilage”. Es debido a la
produccion, por parte de especies Bacillus, de amilasa extracelular que dan como
resultado al pan una textura viscosa. En este fendbmeno hay un predominio de
contaminacién por B. subtilis por su mayor resistencia al proceso de coccion (46),
aunque también estan asociados B. licheniformis, B. cereus y B. mesentericus (41).
Ademas, la viscosidad en el pan también estd asociada a la contaminacion por esporas
en materias primas cada vez mas usadas en la elaboracion de este producto, como

salvado, granos y semillas (46).

El pan deteriorado por viscosidad se caracteriza por tener un olor dulce a fruta similar
a melén, con una miga de aspecto descolorido, pegajosa, pastosa y fibrosa si la
degradacién sigue avanzando. Este hecho puede advertirse tras 12-24 horas después
de haberse completado la coccién del pan, y el pan de trigo envasado tipo pan de molde
es el mas susceptible a esta degradacién. Es mas comun en areas geogréaficas calidas

y humedas, pues en estas condiciones se favorece el crecimiento de Bacillus (41).

Las principales medidas de control para evitar la contaminacion por bacterias del
género Bacillus se basan en el control de la temperatura y en el establecimiento de un
sistema de autocontrol basado en el Andlisis de Peligros y Puntos de Control Critico
(APPCC) alo largo de toda la cadena alimentara. Debido a que los tratamientos térmicos
como coccidn y pasteurizacion no son suficientes para eliminar las esporas de B. cereus,
es necesario someter a los productos alimentarios a temperaturas superiores a 105 °C
(esterilizacion) (42). Ademas, la adicibn de conservantes quimicos como acido
propidnico, propionato de calcio, 4cido acético y calcio fosfato de hidrégeno son eficaces
para la conservacion de los productos de panaderia y para evitar el crecimiento de este

tipo de patdgenos (41).

3 OBJETIVO

El objetivo general de este trabajo es conocer y valorar los factores de crecimiento
de microorganismos patdégenos, como B. cereus, en diversos panes elaborados

artesanal e industrialmente.

Los objetivos especificos planteados son:
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e Estudiar los factores intrinsecos de crecimiento microbiano presentes en miga y
corteza de distintos tipos de panes de origen artesanal y de origen industrial.

¢ Realizar la modelizacion del crecimiento de B. cereus a través de los factores
intrinsecos obtenidos de diversos tipos de panes.

¢ Realizar la modelizacion del crecimiento de B. cereus en un constructo obtenido
de la combinacién de los factores intrinsecos posibles.

o Establecer las diferencias entre los panes artesanales e industriales sobre los
parametros de crecimiento de B. cereus obtenidos de las modelizaciones.

4 MATERIALES Y METODOS

4.1 TOMA DE MUESTRA

Se recogieron las muestras de cuatro tipos de panes: barra de pan blanco, barra de
pan integral, pan candeal y pan de molde. Los panes se obtuvieron de cuatro
establecimientos diferentes en Valladolid: dos panaderias locales (establecimientos
artesanales) y dos supermercados (establecimientos industriales). Esta operacion se
realizo por duplicado, en dos dias alternos para cada uno de los establecimientos y tipos
de panes. El disefio experimental que se siguio para la toma de muestra puede verse
en la Tabla 9 (Anexo 4).

La recogida de las muestras en los establecimientos se realiz6 a primera hora de la
mafana y se transportaron al laboratorio recubriendo las barras de pan con un sobre de

papel y una bolsa de plastico para evitar tocarlas.

4.2 PLAN EXPERIMENTAL

Tras recepcionar los panes, se separaron por un lado la miga y por otro la corteza
con la ayuda de un cuchillo. De esta manera se obtuvo la muestra de la corteza con un
ancho de 1 cm#0,1 cm, y otra muestra para la miga. Tras la separacién de corteza y
miga, ambas partes se cortaron con ayuda de unas tijeras en porciones de

aproximadamente 2 cm?. Este proceso puede verse en la Figura 4.

A continuacion, se pesaron 100 g de cada muestra y se almacenaron a temperatura
de refrigeracion en bolsas herméticas y dentro de cajas de porexpan isotérmicas, para
evitar pérdida de humedad. El andlisis de aw y pH se realizé dentro de las primeras 48

horas tras su recogida.

La reduccién del tamafio de particula de la miga y la corteza de los panes se realizo

por separado, en un procesador de alimentos durante un minuto. Ademas, en el caso
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Calidad Microbioldgica del Pan: Bacillus cereus

de la corteza se realiz6 una segunda reducciéon de tamafio con otro procesador de
alimentos, este proceso se llevé a cabo durante 1 minuto. El pH y la aw se analizaron
inmediatamente después de la reduccion de tamafio de la particula de las muestras. La

determinacion de NaCl se llevé a cabo tras la congelacién de las muestras.

Fig. 4. Proceso de separacion de corteza y miga en panes. A: corte longitudinal del pan. B:
reducciéon de tamafo. C: separacién de corteza y miga. D: reduccién y homogeneizacién de
tamafio de la miga. E: reduccién y homogeneizacién de tamario de la corteza. Elaboracién propia

4.3 PARAMETROS FISICOQUIMICOS DEL PAN

4.3.1 Composicion nutricional

La composicion nutricional de los panes industriales se obtuvo en unos casos a través
del etiquetado y en otros utilizando la ficha técnica del producto facilitada por el
fabricante. En cambio, para los establecimientos artesanales se recogieron Unicamente
los ingredientes con los que se elaboraron los panes, la composicion nutricional de sus

productos no estaba determinada.

4.3.2 Actividad de agua

Inmediatamente después de la reduccion de tamafio de particulas de la muestra, se
pesaron 5 g de cada una de ellas y se depositaron en capsulas de medida, las cuales
se taparon herméticamente hasta su medicion. Para su medicion se empled un aparato
Aqualab CX-2 (Decagon Devices, Inc.). Las medidas se realizaron por duplicado y a
temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C).
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4.3.3 pH

Se mezclaron 5 g de cada muestra, previamente molida, con 20 mL de agua
destilada, que se mantuvieron durante 5 minutos para la posterior determinacién del pH
(27). Para su medicién se empledé un potenciémetro digital (Crisol, modelo GLP 22)
conectado a un electrodo de pH (Crisol, modelo 52 31). Las medidas se realizaron por

duplicado a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C).

4.3.4 NaCl

La determinacion de NaCl se llevo a cabo mediante el método Volhard a través de
una valoracién potenciométrica, siguiendo las indicaciones de la norma ISO 1841-2 (47)
que se adaptd para la medida de este compuesto en panes y que se describe a
continuacién. Se pesaron aproximadamente 5 g+0,01g de la muestra en un vaso de
precipitado en una balanza de precision (Baxtran, ACM), se agregaron 45 mL de agua
destilada y se homogeneizaron durante 1 minuto en un homogeneizador (Ultra turrax t-
25). Una vez homogenizada la muestra se centrifugaron con ayuda de una centrifuga
(Eppendorf) a 2000 r.p.m durante 2 min. 25 mL del sobrenadante se depositaron en un
vaso de precipitado y se agregaron 25 mL de acido nitrico al 2% (Sigma) para acidificar
la muestra. La mezcla se titul6 con ayuda de un titulador automético (Metrohnm,719 S
Tritino) y un electrodo selectivo de cloruros. Previamente se realizé una curva de

calibracién, como se describe en el Anexo 5.

Las muestras se homogeneizaron y se analizaron en las primeras 24 h. Se procuré

que la temperatura del material muestreado no sobrepasase los 25 °C.
Para el célculo de la concentracion de NacCl se utilizé la siguiente ecuacion:

V AgNO3; x C AgNO3 x 1L/1000mL x Pm NaCl
V suspensién

Donde V AgNOs; es el volumen de nitrato de plata utilizado, C AgNO; es la
concentracion de nitrato de plata (0,1 mol/ L AgNOs), Pm NaCl es el peso molecular del
cloruro de sodio (58,44 g/mol) y V suspension es el volumen utilizado de la suspension
(20 mL).

4.4 MODELOS DE CRECIMIENTO PREDICTIVO PARA BACILLUS CEREUS

Tras el tratamiento de los datos de aw, pH y NaCl para obtener sus medias y DS, se
utilizé un software de prediccion de crecimiento e inactivacion bacteriano on-line;

ComBase Predictor (https://browser.combase.cc/). Este programa permitié realizar

modelizaciones de crecimiento de B. cereus en las condiciones de pH y aw encontradas

en la miga de los panes analizados: barra, barra integral, pan candeal y pan de molde.
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Ademas, se realiz6 un constructo de datos utilizando pH minimo, pH medio, pH maximo,
ay minima, ay media, ay maxima y sus posibles combinaciones para simular unas

condiciones que podriamos encontrar en el pan.

Se modelizé el crecimiento de B. cereus con los valores de pH y aw de las migas de
todos los panes. Sin embargo, en la corteza Unicamente se llevé a cabo la modelizacién
con los valores obtenidos de pH y aw para el crecimiento del mencionado
microorganismo para el pan de molde, debido a que el software de prediccién de
crecimiento no permite valores mas bajos. Las modelizaciones se realizaron de dos
formas, tanto con los valores individuales de pH y aw obtenidos de cada pan para obtener
las medias de velocidad méaxima de crecimiento y de tasa de generacién, como las

medias de pH y aw de los panes artesanales e industriales.

Para la comparacion de los datos de los panes elaborados artesanal e
industrialmente se utilizaron distintas condiciones en funcién de los valores de pH y aw
obtenidos de cada pan. Se crearon 4 condiciones distintas que se repitieron por tipo de
pan y por tipo de establecimiento. Para la primera condicion se utilizaron: pH y aw
minimos, pH y ay medios y pH y ay maximos (condiciones A y B). Para la segunda
condicion se fijo la aw media y se modificaron los datos de pH minimo, pH medio y pH
méaximo (condiciones C y D). Para la tercera condicion se fij6 el pH medio y se
modificaron los datos de aw minima, aw media y a, maxima (condiciones E y F). Para la
cuarta condicion se utilizaron pH maximo y aw minima, pH medio y a, media, y pH
minimo y a, méxima (condiciones G y H). Ademas, se elaboré un modelo de crecimiento
de B. cereus en condiciones de pH y aw ideales, a fin de comparar el crecimiento bajo

las condiciones seleccionadas con este modelo.

El tiempo de prediccién para las barras normales, barras integrales y pan candeal fue
de 72 horas. Para el pan de molde, el tiempo de prediccién seleccionado fueron 288
horas, es decir, 12 dias, debido a que este es el tiempo de vida Util para esta variedad
(48).

4.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se introdujeron de forma manual en el programa Excel
(Office 2016) para obtener la media, desviacion estandar y nivel de confianza de los
parametros estudiados. El nivel de confianza se utilizaria para el célculo de intervalos
de confianza con un nivel de significacion de 0,01 (a=0,01). Ademas, en los casos en
los que se debian conocer las diferencias estadisticas entre los diversos pardmetros de

los panes, se utiliz6 un software on-line (https://www.graphpad.com/) para la

determinacion del valor p a través de la prueba de significacion estadistica t-Student.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 PARAMETROS FISICOQUIMICOS DEL PAN

5.1.1 Composicién nutricional

En la Tabla 10 se muestra la composicion nutricional (por cada 100 g de producto)
de los distintos panes, obtenida a partir de las etiquetas o de las fichas técnicas
aportadas por el fabricante. El contenido caldrico entre los diversos tipos de panes fue
muy similar, cuyos valores oscilaron entre 254 y 270 Kcal. Estos valores fueron
ligeramente superiores a los encontrados por Carocho et al. (49). La posible diferencia
entre los valores obtenidos de este estudio y el anterior puede deberse a que esos

autores estudiaron Unicamente la barra integral.

La barra fue el pan que presentdé mayor cantidad de HCO (54,70% + 0,99), y también
fue el pan el que mostré la menor cantidad de fibra (2,9%). Como era de esperar, la
barra integral fue la que mayor cantidad de fibra contenia (5,45% + 0,35). Estos
resultados fueron superiores a los observados por Carocho et al. (49) quiénes
encontraron un valor de 3,3% de este componente en el mismo tipo de pan. Respecto
al contenido de fibra en la barra los valores encontrados en este estudio (2,9% de fibra)
fueron inferiores a los encontrados por diversos autores (50) y (51), quiénes encontraron

valores superiores en el pan blanco (barra) (3,79% y 6,96%, respectivamente).

El pan de molde fue el que mayor cantidad de proteinas mostré 10,2% + 0,99, en
comparacion con los otros tipos panes estudiados en este trabajo. La legislacion
alimentaria, segun el BOE, Real Decreto 308/2019 (26 de abril) (16), establece los
ingredientes que pueden agregarse a los panes especiales, como el pan de molde, sin
establecer un limite de adicién. Entre ellos se encuentran gluten de trigo, diversos tipos
de leche (entera, condensada, en polvo, etc.), huevos y ovoproductos, grasas y aceites
comestibles, etc. La diferencia encontrada en el alto contenido proteico y materia grasa
del pan de molde analizado puede deberse a la adicién de estos ingredientes en su
elaboracion, tal como se indica en la Tabla 11 (Anexo 6). Si comparamos los valores de
proteinas recogidos en las etiquetas de la barra integral (8,6% * 0,28) entre este estudio
y la bibliografia encontramos que estos valores son superiores a los obtenidos por
Carocho et al. (49), quiénes observaron un contenido de proteinas de 6,55%, e inferiores
a los obtenidos por Sanz et al. (50) y por Miranda et al. (51), quiénes encontraron valores

de proteinas de 14,29% vy 16,5%, respectivamente.

El contenido de materia grasa es ligeramente superior (0,7-1,2 g/100g de pan) en el

pan de molde en comparacién con los otros tipos de panes. Estos valores fueron
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superiores a los encontrados en la bibliografia (49, 50 y 51). Carocho et al. (49)
encontraron un contenido lipidico de 0,18% en pan integral, Sanz et al. (50) observaron
un 0,69% de materia grasa en pan blanco (barra) mientras que Miranda et al. (51)
mostraron un 0,07% de contenido graso en pan blanco (barra). La diferencia entre este
estudio y los estudios antes mencionados es que esos autores analizaron barra y no
pan de molde, que es un pan especial al que se agrega materia grasa (BOE, Real
Decreto 308/2019 (26 de abril) (16).

Finalmente, el contenido de cloruro de sodio oscil6 entre 1,19y 1,7 g/100 g de pan,
siendo la barra integral la que presenté menor cantidad de sal. Estos valores son
similares a los obtenidos en este estudio, teniendo en consideracion los resultados tanto

de la miga como de la corteza del pan (ver Tabla 12).

Tabla 10. Informacion nutricional de panes industriales por 100 g de producto

BARRA BARRA PAN CANDEAL PAN DE

INTEGRAL MOLDE
Valor energético (Kcal) = 269,5+2,12 254 +£38,18 | 263,15+22,41c | 270+ 15,55
Grasas (g9) 1,30+ 0 1,80 £ 0,42 1,45+ 0,35 250+0,71
AGS (9) 0,20+ 0 0,225+ 0,04 0,25+ 0,07 0,35+ 0,07
AGM (g) 0,30 £ np np 0,30 np 0,35+ 0,07
AGP (9) 0,80 £ np np 0,70 np 0,95+ 0,35
HCO (g) 54,70 = 0,99 48,00 + 8,49 53,05 +4,17 51,35+ 3,46
Azucares (g) 1,80 £ 1,27 2,45 +1,77 3,40+1,13 2,55+0,64

Fibra () 2,90 £ np 5,45+ 0,35 3,40 £ np 3,70 £ np
Proteinas (g) 8,65+ 0,35 8,60+ 0,28 8,35+ 0,64 10,20 £ 0,99
Sal (g) 1,60 + np 1,19 + 0,13 1,70 £ 0,42 1,59 + 0,58

np: no presentado. c: calculado. Los valores se muestran con la media de los panes de ambos
establecimientos industriales + desviacion estandar. Los datos con DS no presentada son debidos a la
ausencia del valor nutricional en uno de los dos panes, por lo que la media que se muestra es el dato de un
Unico pan.

5.1.2 Actividad de agua

En la Tabla 13 se muestran los valores medios de la aw para los distintos tipos de
panes, tanto en la corteza como en la miga, segun el tipo de elaboracién artesanal e
industrial. La corteza del pan candeal industrial fue el que mostré la menor aw
(0,811+0,011), y la corteza del pan de molde industrial la que mostré la mayor aw
(0,939+0,008). La miga de la barra industrial fue la que presentdé la mayor aw
(0,980+0,005) y la miga del pan candeal industrial la que mostré la menor aw
(0,959+0,012). Respecto al tipo elaboracion no se encontraron diferencias significativas
(p<0,05) entre los panes industriales y artesanales. Los valores de aw de las cortezas

de la barra, de la barra integral y del pan candeal fueron inferiores a 0,90. No se han
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podido comparar estos datos con la bibliografia debido a la falta de estudios en panes
espanoles.

En el caso del pan de molde, tanto artesanal como industrial, la aw para la corteza
(0,926 y 0,939, respectivamente) supera ampliamente el valor obtenido para el resto de
las cortezas de los distintos panes, con una diferencia de al menos 0,036, observandose
diferencias significativas (p<0,05) entre la corteza del pan de molde tanto artesanal e
industrial y las cortezas de la barra y pan candeal artesanal e industrial. Ademas, estos
valores fueron superiores a los encontrados por Czuchajowska et al. (18) en la corteza
del pan de molde (aw de 0,840).

Respecto a la ay de las migas, todas muestran valores superiores a 0,95 y son muy
similares entre si. No se han encontrados estudios sobre la ay en distintos panes que
hayan diferenciado entre corteza y miga. Estos valores fueron inferiores a los
encontrados por Gostin (52), quien encontré una ay en pan blanco y pan integral de
0,970 y 0,982, respectivamente. A pesar de que ese autor no diferencia entre miga y
corteza, en el caso del pan blanco los datos son similares a los encontrados en la miga
de la barra tanto artesanal (0,978+0,009) como industrial (0,980+0,005). También se
encuentran semejanzas entre los valores a, mostrados en el pan integral por ese autor
con los datos de la miga de la barra integral tanto artesanal como industrial (aw 0,979)
de este trabajo de investigacion. Comparando la aw de la miga entre los distintos panes,
se han encontrado diferencias significativas en el contenido de a entre la barra integral

y el pan candeal artesanales, y entre la barra y el pan candeal industriales.

Cabe destacar que la miga del pan de molde industrial mostré una aw (0,963+0,014)
inferior a la ay de la barra y la barra integral de mismo tipo elaborador. Estos valores
son similares a los encontrado por Czuchajowska et al. (18) quienes estudiaron la
evolucién de la ay en las distintas partes de la miga, cuyo valor inicial fue de 0,965 para
la miga del pan de molde. Hasta el momento de la revision bibliografica no se
encontrados otros estudios que lleven a cabo la diferencia entre la aw de la corteza y de
la miga del pan de molde. Asi mismo, Kang et al. (53) encontraron valores de aw (0,950)

para el pan de molde similares a los encontrados en este estudio.
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Tabla 13. Contenido medio de aw en corteza y miga de panes elaborados artesanal e industrialmente

ESTABLECIMIENTOS ESTABLECIMIENTOS
ARTESANALES INDUSTRIALES
Limites Limites
aw (minimo; aw (minimo;
maximo) maximo)

CORTEZA @ 0,829 +0,002! | 0,827; 0,833 0,830 + 0,005 | 0,824; 0,837

BARRA
MIGA 0,978 £ 0,009 | 0,967;0,991 0,980 + 0,005** | 0,973; 0,987
CORTEZA @ 0,890+ 0,0372® | 0,844;0,938 @ 0,887 +0,029% | 0,849; 0,925
BARRA
INTEGRAL
MIGA 0,979 £+ 0,0042 | 0,975; 0,984 0,979 +0,015* | 0,960; 0,998
PAN CORTEZA 0,839 +0,026'2 | 0,805;0,873 | 0,811+0,011® | 0,798; 0,826
CANDEAL
MIGA 0,967 £ 0,0072¢ | 0,958;0,977 | 0,959 +0,012° | 0,945; 0,975
CORTEZA @ 0,926 +0,017® | 0,905;0,948 @ 0,939 +0,008* | 0,929; 0,950
PAN DE
MOLDE

MIGA 0,978 £ 0,016 | 0,958; 0,999 | 0,963 +0,014* | 0,945; 0,981

Los valores de aw se expresan por media + desviacion estandar (n=4). El nivel de significacion se estableci6
en un 99% (a=0,01). 1234 valores con distintos nimeros indican las diferencias significativas (p<0,05) entre
cortezas de los diversos tipos de panes a través del andlisis de t-Student; -, valores en columnas con
distintas letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre migas de los diversos tipos de panes a
través del analisis de t-Student.

5.1.3 pH

En la Tabla 14 se muestra el pH promedio segun el tipo de establecimiento para los
distintos tipos de panes. Los datos obtenidos para el pH de los distintos panes fueron
similares entre si, entre corteza y miga y entre los distintos tipos de produccion, por lo
que no se muestran diferencias significativas (p<0,05) entre ellos salvo en el caso de la
miga del pan integral artesanal y la miga del pan candeal artesanal, asi como en el caso
de la miga del pan candeal industrial y la miga del pan de molde industrial (p<0,05). De
hecho, es la miga del pan de molde industrial la que present6 el menor pH (5,54+0,17)

y la miga de la barra artesanal la que mayor pH mostr6 (6,05+0,56).

Respecto al pH de las cortezas no hay grandes diferencias entre los distintos panes,
encontrando el menor pH en la corteza del pan de molde industrial (5,56+0,14) y el
mayor en la corteza del pan candeal industrial, con un pH de 5,82+0,22, sin mostrar
diferencias significativas entre ellos (p>0,05). Asi mismo, no se han encontrado estudios
gue diferencien el pH en la corteza y en la miga del pan. Kang et al. (53) mostraron un
valor de pH de 7,66 para el pan de molde, siendo este valor superior al encontrado en
el pan de molde de este estudio (5,54-5,78). Sin embargo, Valerio et al. (46) encontraron
un valor de pH (5,58) en el pan de molde similar al observado en el pan de molde de

origen industrial y ligeramente inferior al pan de molde artesanal de este trabajo de
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investigacion. Asi mismo, estos autores encontraron un valor de pH (5,67) similar a los
obtenidos en la barra y en el pan candeal artesanal, pero inferiores a los observados en

la miga de la barra artesanal (pH 6,05+0,56) obtenidos en este trabajo.

Tabla 14. Contenido medio de pH en corteza y miga de panes elaborados artesanal e industrialmente

ESTABLECIMIENTOS ESTABLECIMIENTOS

ARTESANALES INDUSTRIALES
Limites Limites
pH (minimo; pH (minimo;
méaximo) méaximo)
CORTEZA | 5,62+ 0,011 5,60; 5,64 5,60 + 0,19! 5,36; 5,85
BARRA
MIGA 6,05 £ 0,56 5,32; 6,77 5,59 + 0,292 5,21; 5,97
CORTEZA | 5,73+0,141 5,56; 5,91 5,72 + 0,241 5,41; 6,02
BARRA
INTEGRAL
MIGA 5,97 + 0,042P 5,92; 6,02 5,76 + 0,252 5,44; 6,09
PAN CORTEZA | 5,64 +0,271 5,30; 5,99 5,82 + 0,22¢ 5,54; 6,1
CANDEAL
MIGA 5,69 + 0,182¢ 5,46; 5,93 5,92 + 0,202 5,66; 6,18
CORTEZA | 5,67 + 0,181 5,44;591 5,56 + 0,141 5,37; 5,74
PAN DE
MOLDE
MIGA 5,78 £ 0,342 5,34; 6,22 5,54 £ 0,172¢ 5,31; 5,76

Los valores de pH se expresan por media + desviacion estandar (n=4). El nivel de significacion se establecio
en un 99% (a=0,01). >, valores con distintos nimeros indican las diferencias significativas (p<0,05) entre
cortezas de los diversos tipos de panes a través del andlisis de t-Student; 2°, valores en columnas con
distintas letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre migas de los diversos tipos de panes a
través del andlisis de t-Student.

5.1.4 NaCl

En la Tabla 12 se muestran los resultados medios de cloruro de sodio por tipo de
establecimiento para los distintos tipos de panes. En general, los datos de las cortezas
oscilaron entre 1,43-1,99% vy reflejan una mayor cantidad de cloruro de sodio en
comparacion con las migas, que presentaron valores entre 1,03-1,55% en el mismo tipo
de pan y mismo tipo de establecimiento, observandose al menos una diferencia de

0,10% y hasta 0,56% de NaCl entre ambas partes.

La corteza del pan candeal industrial fue la que mayor cantidad de NaCl (1,99% +
0,09) presentd. Estos valores estuvieron dentro del rango a los mostrados por Silow et
al. (54) quiénes encontraron un contenido de cloruro de sodio de 1,63% para diversos
tipos de panes esparioles. Comparando el contenido de NaCl en la corteza de los panes
artesanales solo se observaron diferencias significativas entre el pan de candeal y el
pan de molde (p<0,05). Las cortezas de los panes industriales mostraron una mayor

variabilidad, observandose diferencias significativas (p<0,05) entre la corteza de la
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barra, la barra integral y el pan de molde, y entre el pan candeal, la barra integral y el
pan de molde.

Las migas del pan candeal, tanto de origen artesanal como industrial, fueron las que
presentaron mayor cantidad de NaCl (1,50-1,55%), mientras que la miga del pan de
molde artesanal fue la que menor cantidad de NaCl (1,03% + 0,08) presentd. Estos
valores fueron superiores a los encontrados por Kang et al. (53) quiénes observaron
un contenido de NaCl en el pan de molde de 0,17%, mostrando al menos 0,76% de
diferencia entre panes. Se ha encontrado una alta variabilidad en el contenido de NaCl
en las migas de los panes artesanales, mostrando diferencias significativas (p<0,05)
entre de la barra y el pan molde artesanal, asi como entre la barra y la barra integral

industrial y, finalmente, entre la barra integral y pan candeal industrial.

Tabla 12. Contenido medio de NaCl en corteza y miga de panes elaborados artesanal e industrialmente

ESTABLECIMIENTOS ESTABLECIMIENTOS
ARTESANALES INDUSTRIALES
Limites Limites
% NaCl (minimo; % NaCl (minimo;
maximo) maximo)
CORTEZA 1,74 +0,47* 1,14; 2,34 1,89 + 0,03 1,85; 1,93
BARRA
MIGA 1,36 £ 0,152 1,17; 1,55 1,33 £ 0,042 1,28; 1,38
CORTEZA | 1,68 +0,26* 1,34; 2,01 1,45 + 0,207 1,19; 1,71
BARRA
INTEGRAL
MIGA 1,26 + 0,172P 1,04; 1,48 1,16 + 0,05 1,09; 1,23
PAN CORTEZA | 1,89 +0,09%2 1,77; 2,01 1,99 + 0,09 1,88; 2,11
CANDEAL
MIGA 1,50 + 0,032¢ 1,46; 1,53 1,55+ 0,182¢ 1,32; 1,78
CORTEZA | 1,45+0,01%3 1,43; 1,47 1,43 + 0,332 1,01; 1,85
PAN DE
MOLDE
MIGA 1,03 + 0,08°¢ 0,93; 1,13 1,33 +£ 0,372 0,85; 1,81

Los valores de NaCl se expresan por media + desviacion estandar (n=4). El nivel de significacion se
establecié en un 99% (a=0,01). 123, valores con distintos nimeros indican las diferencias significativas
(p<0,05) entre cortezas de los diversos tipos de panes a través del analisis de t-Student; 22, valores en
columnas con distintas letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre migas de los diversos tipos
de panes a través del analisis de t-Student.

5.2 MODELOS DE CRECIMIENTO PREDICTIVO PARA BACILLUS CEREUS

Se realizaron las modelizaciones del crecimiento de B. cereus en la miga de diversos
tipos de pan: barra, barra integral, pan candeal y pan de molde; bajo diversas
condiciones: ay minima, ay media, ay maxima, pH minimo, pH medio, pH méximo y sus
posibles combinaciones para crear condiciones de crecimiento que podriamos encontrar

en los panes sefialados. Se seleccionaron Unicamente la miga de estos panes debido a
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que los datos de a, son mayores a 0,92, valor de aw minimo para permitir el crecimiento
de B. cereus (42). Debido a este motivo no se ha realizado la modelizacién para las
cortezas de los distintos tipos de panes, excepto para las cortezas de pan de molde
tanto artesanal como industrial que presentaron valores de ay entre 0,926-0,936 (ver
Tabla 13). Sin embargo, no hay estudios sobre el crecimiento de esta bacteria en panes
artesanales e industriales, y menos aun diferenciando la corteza y la miga. B. cereus es
capaz de resistir el proceso de horneado del pan, como lo demuestra De Bellis et al.
(55), al simular la germinacién y crecimiento de este microorganismo segun las
condiciones de horneado del pan. Asi mismo, estos autores indican que han aislado las
cepas de este microorganismo esporulado tanto de ingredientes utilizados para la

elaboracion, de harinas y de panes, y que ademas estas cepas son citotéxicas.

La temperatura utilizada para todas las modelizaciones de crecimiento se establecié
en 24 °C. No se realizaron variaciones en cuanto a este parametro debido a que se
considerd que los panes adquiridos se consumen normalmente en el mismo dia que se
compraron y se almacenan a temperatura ambiente durante este tiempo, siendo también
la temperatura media que se puede encontrar en los establecimientos de venta. En los
casos en los que no se consumen en un mismo dia y se almacenan a otra temperatura
se ha considerado que no se realiza a temperatura de refrigeracion, donde si podrian
germinar las esporas de B. cereus (42), sino que se almacenan en congelacién en cuyo
caso se inhibe la germinaciéon y multiplicacion de las esporas (temperatura de
germinacion de esporas de B. cereus: 4 °C-55 °C (38)). Ademas, segln la EFSA (42) y
Kramer et al. (38), las esporas pueden germinar a una a.=>0,92, valor de actividad de

agua gue superan todas las migas de los panes espafioles.

En la Tabla 15 se muestran los parametros medios de crecimiento a pH y ax de la
miga de cada tipo de pan y tipo de establecimiento artesanal e industrial modelizado a
través ComBase. Se observo una mayor velocidad maxima de crecimiento (umax) para B.
cereus en las migas de los panes artesanales (0,100-0,194 h?) respecto a las migas de
los panes industriales (0,079-0,184 ht), aunque no existen diferencias significativas
(p>0,05) entre elaboradores. Sin embargo, se han encontrado diferencias significativas
para la umax €ntre las distintas variedades de panes, por ejemplo, barra y pan candeal o
barra y pan de molde (ver Tabla 14). Este hecho nos indica que B. cereus puede crecer

en los panes espafoles, especialmente en la barra o pan blanco.

Los valores de tiempo duplicacién (TD) fueron superiores en el pan candeal y pan de
molde industriales, alcanzando 4,16 y 5,11 h, respectivamente. Es decir, B. cereus

creceria mas despacio en estos tipos de panes. Comparando los TD de los distintos
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tipos de panes, estos mostraron diferencias significativas (p<0,05) entre la barra y la
barra integral del mismo origen. Respecto a la fase latencia (A) el pan candeal y pan de
molde industriales fueron los que mostraron una A mas alta, 49,08 y 60,02 h,
respectivamente. Estos valores fueron significativamente diferentes (p<0,05) con la
barra y la barra integral (22,05 y 22,63, respectivamente) industriales. Asi mismo, estos
valores fueron superiores a los observados a distintos valores de ay (0,960-0,980) y pH
(5,50-6,02) en los distintos panes, y fueron inferiores en comparacion a los resultados
obtenidos por otros autores (53) quiénes encontraron una A de 13,44 h en rebanadas de
pan con una aw de 0,95, un pH de 7,66 a 24 °C, utilizando el modelo de Gompertz. Esta
diferencia se debe principalmente a que en este trabajo de investigacion se han
utilizados valores de pH y aw mas bajos que los usados por los autores antes
mencionados. Teniendo en consideracion los valores de umax Y de A, B. cereus es capaz
de crecer mas rapido en la miga del pan de molde y barra artesanales y en la barra y
barra integral industriales, siendo estos tipos de panes los que podrian considerarse
como un posible riesgo potencial, debido a que sus condiciones de pH y aw permiten el

desarrollo de este microorganismo.

Tabla 15. Valores medios de velocidad méaxima de crecimiento, tiempo de duplicacion y fase de latencia
de B. cereus en las migas de los diferentes tipos de panes en establecimientos artesanales e industriales

MIGA aw pH Hmax (h) D (h) A (h)

ART | 0,979:0,009 | 6,05:0,56 = 0,19240,0321 = 1,58+0,26! = 18,76£3,10"

BARRA I"IND 0,980£0,005 5,50+0,30 | 0,172+0,0622 = 1,87+0,66° @ 22,05+7,86°
BARRA | ART 0979:0,004 597:0,04 0,191%0,037* = 1,60£0,31'  19,00+3,66*
INTEGRAL | |\D | 0,979+0,015 | 5,76£0,25 0,184:0,099° = 1,91+1,03% & 22,63+12,18°
pAN | ART  0,967:0,007  569£0,18  0,100:0,0432% | 3,61+1,3842° 30,40+17,2723

CANDEAL | \ND | 0,960:0,012 | 5,92£0,20 | 0,079+0,033° = 4,16+1,75" = 49,08+20,52"
bANDE | ART 0,979:0,016  5,78:0,34 | 0,194%0,152%2 | 2,22+1,73"% | 26,36+20,61
MOLDE ' |ND | 0,963£0,014 | 554+0,17 = 0,081+0,060° = 511+3,79" = 60,02+44,26"

Umax: velocidad méaxima. TD: tiempo de duplicacion. A: tiempo de latencia. ART: establecimiento artesanal.
IND: establecimiento industrial. Los valores de aw, pH, velocidad maxima y tiempo de duplicaciéon se
expresan por media *+ desviacion estandar (n=4). Las condiciones de crecimiento establecidas son a pH
medio y aw media de cada tipo de pan, a temperatura de 24 °C. %23, valores con distintos nimeros indican
las diferencias significativas (p<0,05) entre establecimientos artesanales en los diversos tipos de panes a
través del andlisis de t-Student (n=8); 2P, valores en columnas con distintas letras indican las diferencias
significativas (p<0,05) entre establecimientos industriales en los diversos tipos de panes a través del analisis
de t-Student (n=8).

En la Figura 5 se muestra el crecimiento de B. cereus bajo condiciones de pH y aw
optimas (pH 6,5 y aw 0,995). La modelizacion del crecimiento 6ptimo se realiz6 a
temperatura de 24 °C a fin de poder comparar con el resto de predicciones de

crecimiento, pues es la temperatura media, de forma general, de venta en los
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establecimientos y la temperatura media de conservacion tras su compra por parte de

los compradores.

En las Figuras 6 y 7 se muestra CRECIMIENTO OPTIMO DE B. CEREUS

la modelizacion de crecimiento de

8

B. cereus en las migas de la barra

y barra integral tanto artesanal

como industrial bajo diversas

log UFClg

condiciones de pH vy aw.
~— pH 6,5 a, 0,995

La miga de la barra artesanal a

JIJ..D 8.6 17.1 25.7 34.3 42.9 51.4 60.0
pH y asw maximo, (pH 6,8 y aw Time (Hours)

Fig. 5. Crecimiento de B. cereus bajo condiciones Optimas
de pHy aw a 24 °C de temperatura. tmax 0,433 h't. TD

mayor umax 0,437 h?, un menor 0.695h.A8.22h

TD (0,689 h) y menor A (8,15 h) en comparaciéon con la barra industrial. De hecho, la

0,991) es la que presenta una

miga de la barra industrial en las mismas condiciones de pH y ay maximo (pH 6 y aw
0,987) presenté una pmax de 0,268 ht, un TD de 1,123 hy A de 13,29 h. B. cereus puede
crecer en la miga de la barra artesanal, que muestra una pPmaxy TD similares a los
observados a pHy ay 6ptimos (pH 6,5 y aw 0,995). Los resultados de las modelizaciones
indican que una disminucién de 0,5 de pH provoca un descenso de 0,100 h'* de pmax
para el crecimiento de B. cereus (datos no mostrados en tablas, ver Anexo 7). Los
valores de Pmax @ pH y aw minimos (pH 5,3 y aw 0,967) fueron muy reducidos entre pmax
0,075 hl'y pumax 0,096 h'y una A alta (31,1 y 47,48 h). Estos resultados indican que, si
se controla el pH y la aw en la elaboracién del pan, se evitaria el crecimiento de

microorganismos esporulados como B. cereus.

En la Figura 7 se muestra la modelizacién de crecimiento de B. cereus en la miga de
la barra integral artesanal y la miga de la barra integral industrial bajo diversas
condiciones de pH y aw. Los valores obtenidos para pmax, TD y A fueron similares a los
encontrados en la barra. Cabe destacar la variabilidad observada en el pH (6,1-5,4) y
en la aw (0,96-0,998) en la miga de la barra integral industrial, mostrando también una
importante variacion en los valores de pmax (0,055-0,396). De acuerdo con Fangio et al.
(56) se requieren 10° células de B. cereus por gramo para producir la enfermedad.
Teniendo en consideracion los resultados obtenidos de la prediccidén de crecimiento de
B. cereus, esa concentracion se alcanzaria en 24 horas en la miga de la barra artesanal
a pHy ay méximo (pH 6,8 y aw 0,991), a pH méaximo y a, media (pH 6,8 y aw 0,978) a
pH medio y a, maxima (pH 6,05 y aw 0,991), a pH minimo y a,y méaxima (pH 5,3 y aw
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0,991), y en la miga de la barra industrial a pH y aw maximo (pH 6 y a»0,987) y a pH
medio y ay maxima (pH 5,6 y aw 0,987).

MIGA DE BARRA ARTESANAL MIGA DE BARRA INDUSTRIAL
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Fig. 6. Comparacién del crecimiento de B. cereus en la miga de barra artesanal e industrial bajo distintas
condiciones de pH y aw, a temperatura de 24 °C. A: miga de barra artesanal a: — pH y aw minimo, - - pH
y aw medio, - pH y aw maximo, B: miga de barra industrial a: — pHy aw minimo, — - pHy aw medio, -
pH y aw maximo, C: miga de barra artesanal a una aw media fijja, — pH minimo, - - pH medio, pH
maximo, D: miga de barra industrial a una aw media fija, — pH minimo, - - pH medio, - pH méaximo, E:
miga de barra artesanal a pH medio fijjo, — aw minimo, - - aw medio, - aw maximo, F: miga de barra
industrial a pH medio fijo, — aw minimo, - - aw medio, - aw maximo, G: miga de barra artesanal a : —
pH méximo, aw minima, -- pH medio, aw media, - pH minimo, aw maximo, H: miga de barra artesanal a:
— pH maximo, aw minima, - - pH medio, aw media, - pH minimo, aw maximo. Valores de crecimiento
en la Tabla 16 (Anexo 8).
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En la Figura 8 se muestra la modelizacion para el crecimiento de B. cereus en la miga
del pan candeal artesanal y en la miga del pan candeal industrial bajo diversas
condiciones de pH y aw. El crecimiento de B. cereus en la miga del pan candeal de

ambos establecimientos es muy similar entre si.

La miga del pan candeal industrial a pH y aw maximo (pH 6,2 y aw 0,975) muestra la
mayor Pmax, €l menor TD y el menor A (max 0,176 h*, TD 1,713 h y A 20,23 h). La miga
del pan candeal artesanal a pH y awminimo (pH 5,5 y aw 0,958) fue donde se observaron
los datos de menor crecimiento con una pmax de 0,021 h%, un TD de 14,376 hy una A de
169,58 h.

Segun las condiciones antes previstas, en ningln caso se superaria la concentracion
de B. cereus que puede causar patologia (5 log UFC/g) (38) (42) antes de las 30 h a 24
°C. De hecho, en algunos casos no se alcanza esta concentracion antes de las 72 horas,
por ejemplo, en el caso de la miga del pan candeal artesanal e industrial a pH y aw
minimos, (pH 5,5 y aw 0,958, pH 5,7 y au 0,945, respectivamente), a pH medio y aw
minimo ni a pH maximo y aw minimo. Las caracteristicas de pH y ay de la miga de este
tipo de pan hacen que disminuya el riesgo de la proliferacion de B. cereus, siendo el pan

candeal artesanal el que menor riesgo higiénico-sanitario implica.
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MIGA DE PAN CANDEAL ARTESANAL

MIGA DE PAN CANDEAL INDUSTRIAL
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Fig. 8. Comparacién del crecimiento de B. cereus en la miga de pan candeal artesanal e industrial bajo
distintas condiciones de pH y aw, a temperatura de 24 °C. A: miga de pan candeal artesanal a: — pH y aw

minimo, -- pHy aw medio, pH y aw maximo, B: miga de pan candeal industrial a: — pH y aw minimo,
-- pH y aw medio, - pH y aw maximo, C: miga de pan candeal artesanal a una aw media fija, — pH
minimo, - - pH medio, - pH maximo, D: miga de pan candeal industrial a una aw media fija, — pH
minimo, - - pH medio, - pH méaximo, E: miga de pan candeal artesanal a pH medio fijo, — aw minimo,
- - aw medio, - aw maximo, F: miga de pan candeal industrial a pH medio fijo, — aw minimo, - - aw
medio, - aw maximo, G: miga de pan candeal artesanal a : — pH maximo, aw minima, - - pH medio, aw
media, pH minimo, aw maximo, H: miga de pan candeal artesanal a : — pH maximo, aw minima, - -

pH medio, aw media,

pH minimo, aw méximo. Valores de crecimiento en la Tabla 18 (Anexo 8).
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En la Figura 9, 10 (Anexo 7) y 11 se muestra la modelizacion de crecimiento de B.
cereus en las migas, las cortezas, asi como en las migas de los cuatro establecimientos

elaboradores del pan de molde artesanal e industrial, respectivamente.

En general, se mostré un crecimiento mas rapido en la miga del pan de molde
artesanal que en el industrial. La miga del pan de molde artesanal a pH y aw maximo
(pH 6,2 y aw 0,999) presentd la mayor pmax, €l menor TD y el menor A (Umax 0,409 ht, TD
0,736 h'y A 8,71 h). Si comparamos los cuatro establecimientos, el pan de molde del
establecimiento artesanal 1 (ver Figura 11) fue en el que se predijo el crecimiento mas
rapido de B. cereus (Umax 0,368 h, TD 0,819 h y A 9,68 h) en comparacién con el

establecimiento artesanal n® 2 y los panes de molde de origen industrial.

La miga del pan de molde industrial a pH y aw minimo (pH 5,3 y aw 0,945) mostré el
menor ritmo de crecimiento (Umax 0,024 h't, TD 12,544 hy A 148,38 h). Asi mismo, el pan
de molde del establecimiento industrial 2 fue el que mostré el menor crecimiento de B.
cereus (Mmax 0,026 h't, TD 11,791 h y A 136,97 h) (ver Figura 11), mientras que el pan
de molde artesanal 2 e industrial 1 muestran unos parametros de crecimiento muy

similares entre si.

En todos los casos, la miga del pan de molde a 24 °C presenta unas condiciones de
aw Y pH que permiten alcanzar o superar una concentracion de 5 log UFC/g de B. cereus
antes de 12 dias (vida media util del pan de molde) (48). Si comparamos los distintos
establecimientos, la miga de pan de molde artesanal fue la que mostré las mejores
condiciones para el crecimiento de B. cereus (hmax 0,409 h'*, TD 0,736 hy A 8,71 h) en
comparacion con el pan de molde industrial. Las cortezas del pan de molde no
superarian en ningdn caso esta concentracion antes de los 6 dias (140 h
aproximadamente) pero si lo harian a lo largo de los 12 dias (288 h) de vida media de

este tipo de pan.

En cuanto a los valores de crecimiento de la corteza, mostraron un crecimiento mas
rapido en la corteza del pan de molde artesanal a pH y aw maximo (pH 5,9 y aw 0,948),
con una pPmax de 0,04 h'l, TD de 7,435 h y A de 89,03 h. El crecimiento mas lento lo
registro la corteza del pan de molde industrial bajo pH minimo y a, media (a pH 5,4y aw
0,940 una pmax 0,020 h', TD 15,317 h y A178,06 h). De forma general, se mostr6é un
crecimiento mas agudo en la corteza del pan de molde artesanal que en la corteza del
mismo pan industrial, sobre todo bajo condiciones de pH variables (ver Anexos 7 y 8),
pero esta velocidad de crecimiento fue muy reducida, por lo tanto, la corteza del pan de

molde podria servir de barrera ante una posible contaminacién cruzada con B. cereus.
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Fig. 9. Comparacion del crecimiento de B. cereus en la miga de pan de molde artesanal e industrial bajo
distintas condiciones de pH y aw, a temperatura de 24 °C. A: miga de pan de molde artesanal a: — pHy

aw minimo, - - pH y aw medio, - pH y aw maximo, B: miga de pan de molde industrial a: — pH y aw
minimo, -- pHy aw medio, - pH y aw méximo, C: miga de pan de molde artesanal a una aw media fija,
— pH minimo, - - pH medio, - pH maximo, D: miga de pan de molde industrial a una aw media fija, —
pH minimo, - - pH medio, - pH méaximo, E: miga de pan de molde artesanal a pH medio fijo, — aw
minimo, - - aw medio, - aw maximo, F: miga de pan de molde industrial a pH medio fijo, — aw minimo,
- - aw medio, - aw maximo, G: miga de pan de molde artesanal a : — pH méaximo, aw minima, —- pH
medio, aw media, - pH minimo, aw maximo, H: miga de pan de molde artesanal a : — pH maximo, aw
minima, - - pH medio, aw media, - pH minimo, aw méximo. Valores de crecimiento en la Tabla 19 (Anexo
8).
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Fig. 11. Comparacion del crecimiento de B. cereus entre la miga de los panes de molde artesanal 1y

artesanal 2, y comparacion entre la miga de los panes de molde industrial 1 e industrial 2 bajo las mismas
condiciones de pH y aw, a temperatura de 24 °C. A: miga de pan de molde artesanal 1 a: pH medio fijjo, —

aw minimo, - - aw medio, - aw maximo, B: miga de pan de molde artesanal 2 a: pH medio fijo, — aw
minimo, - - aw medio, - aw méximo, C: miga de pan de molde industrial 1 a pH medio fijo, — aw minimo,
- - aw medio, - aw maximo, D: miga de pan de molde industrial 2 a pH medio fijo, — aw minimo, — - aw
medio, - aw maximo. Valores de crecimiento en la Tabla 21 (Anexo 8).

6 CONCLUSIONES

Considerando que la actividad de agua de las migas de todos los panes estudiados
super6 los 0,92, valor considerado como minimo de crecimiento de B. cereus, se

concluye que este microorganismo podria crecer en panes espafioles.

Entre los panes espafioles estudiados, la barra artesanal present6 la segunda a, mas
alta (0,979) y el mayor pH (6,05). Los parametros de crecimiento microbiano (umax 0,437
h, TD 0,689 h y A 8,15 h) obtenidos de la predicciéon del crecimiento de B. cereus, a
través de la base datos ComBase, utilizando estos valores de a y pH indican que este
microrganismo creceria adecuadamente en este tipo de pan, alcanzando la dosis

infectiva de B. cereus en las primeras 24 horas.
Los valores de pH (5,92) y aw (0,959) y la mayor concentracion de NaCl (1,55%)

encontrados en la miga del pan candeal hacen de este pan el mas seguro desde el

punto de vista higiénico-sanitario, pues el crecimiento de B. cereus fue mas lento (umax
0,079 h') bajo estas condiciones.

El adecuado control del pH y de la aw durante la elaboracion podrian ayudar a
prevenir el crecimiento de microorganismos esporulados como B. cereus en el pan.
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8 ANEXOS

8.1 ANEXO 1. OBTENCION DE LA HARINA

Los primeros datos sobre la molienda de granos se sitlan en el afio 2600 a. C. El
fresado o molienda de granos de cereales es una operacion fundamental usada
actualmente para la produccion de harina, que es un ingrediente principal de muchos
productos alimenticios. Este proceso se basa en la descomposicion de los granos del
cereal, separando a continuacion el endospermo del salvado y el germen (57).

Existen dos métodos predominantes para la molienda de trigo, que son la molienda
de piedra y la molienda de rodillos. La molienda de piedra (Figura 12) fue la técnica
precursora, estaba formada por dos piedras horizontales colocadas una encima de la
otra. Una pieza llamada “cascara” servia de apoyo a la piedra superior, creando un
pequefio espacio entre ambas piedras, y permitia girar a esta piedra mientras que la
inferior permanecia inmovil. A pesar de no ser la técnica mas empleada en la actualidad,
muchos panaderos y productores de alimentos organicos se inclinan por este método
debido a su efecto sobre la textura, el sabor dulce y a nuez que genera en el producto

final.

La molienda de rodillos (Figura 13) aparecio tiempo después y su tecnologia siguio
evolucionando, siendo a dia de hoy el método mas utilizado en la industria alimentaria.
Consiste en la separacion del endospermo del salvado y el germen, seguido de una
reduccién progresiva del tamafo de la particula del endospermo. Para ello se utilizan

una serie de rodillos ondulados y lisos, tamizando entre cada etapa con un cedazo.

La técnica seleccionada influye significativamente en la calidad de la harina, las
propiedades reoldgicas de la masay las caracteristicas del pan y otros productos finales.
Pero no solo esto influye en la elaboracion de los productos finales derivados de la
harina, sino también el tipo de harina utilizada, la cantidad de agua, la temperatura
ambiente y de la masa, el tipo de maquinaria para el amasado, la duracién de este
proceso, el uso de mejoradores de harina de trigo, la variabilidad del operador, la

levadura seleccionada y las cepas bacterianas de acido lactico (5).
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Depésito

Barrera control
\ Imanes

Agitadores

Rodillo ajustable Rodillo fijo

Fig. 12. Molienda de piedra. Fuente:
Wood et al., 2011 (61)

Fig. 13. Molienda de rodillos Fuente: Wood
etal., 2011 (61)

8.2 ANEXO 2. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DEL PAN

Tabla 3. Caracteristicas fisico-quimicas y factores intrinsecos del pan

Pan blanco Pan integral Pan de molde
Humedad (%) 302 37,1+ 0,92e 382
Proteina (%) 7,80 gb gb
Grasa (%) 10 1,4b 4,5b
HCO (%) 580 490 520
HCO facil digestion (%) 2b 2,35 2,1b
Fibra (g) 2,2b 8,5b 3,20
Cenizas (%) 2 0,87 + 0,05¢ 0,459
pH 5,70-5,90¢ 5,54f 7,66"
aw 0,949¢ 0,910f 0,9659
Temperatura (°C) 29,3 - -

Fuente: 2BOE,1984 (17), "Moreiras, 2016 (21), Tejero (58), ¢Schmidt, 2008 (59), ¢Carochoa et al., 2020

(49), 'Matos (29), 9Czuchajowska et al., 1989 (18), "Kang, 2010 (53)




8.3 ANEXO 3. COMPOSICION NUTRICIONAL DE DISTINTOS TIPOS DE PAN

Tabla 4. Composicién nutricional del pan blanco por 100 g de porciéon comestible

PAN BLANCO
Agua (g9) 31 Na (mg) 540
Energia (Kcal) 258 K (mg) 100
Proteinas (g) 7,8 Tiamina (mg) 0,12
Lipidos (g) 1 Riboflavina (mg) 0,05
AGS (9) 0,2 Equivalentes de 1,7
niacina (mg)
AGM (9) 0,13 Vitamina Be (MQ) 0,04
AGP (g) 0,33 Acido félico (ug)
Colesterol (mg) 0 Vitamina B1z (MQ)
Hidratos de 58 Acido ascorbico
carbono (g) (mQ)
Vitamina A:
Fibra () 2,2 Equivalentes de 0
retinol (ug)
Ca (mg) 19 Retinol (ug) 0
Fe (mg) 1,7 Carotenos (MQ)
I (mg) 1 Vitamina D (pg) 0
Mg (mQ) 26 Vitamina E (mg) Tr
Zn (mgQ) 2

Fuente: Moreiras, 2016 (21)
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Tabla 5. Composicién nutricional del pan integral por 100 g de porcién comestible

PAN INTEGRAL

Agua(9)
Energia (Kcal)
Proteinas (g)
Lipidos ()
AGS (9)

AGM (g)

AGP (g9)
Colesterol (mg)
Hidratos de

carbono (g9)

Fibra ()

Ca (mg)
Fe (mg)
I (mg)

Mg (mg)
Zn (mg)

Fuente: Moreiras, 2016 (21)

33,1
228
8
14

0,25

0,19
0,54

49

8,5

21
2,5

91
3,5

Na (mg)

K (mg)

Tiamina (mg)
Riboflavina (mg)
Equivalentes de
niacina (mg)
Vitamina Bs (MQ)
Acido félico (ug)
Vitamina B1z (MQ)
Acido ascorbico
(mg)

Vitamina A:
Equivalentes de
retinol (ug)
Retinol (ug)
Carotenos (MQ)
Vitamina D (ug)
Vitamina E (mg)

540
220
0,25
0,09
3,8

0,14
22

0,2
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Tabla 6. Composicién nutricional del pan de molde por 100 g de porciéon comestible

PAN DE MOLDE

Agua(9)
Energia (Kcal)
Proteinas (g)
Lipidos ()
AGS (9)

AGM (g)

AGP (g9)
Colesterol (mg)
Hidratos de

carbono (g9)

Fibra ()

Ca (mg)
Fe (mg)
I (mg)
Mg (mg)
Zn (mg)
Fuente: Moreiras, 2016 (21)

32,3
268
8
4,5

1

14

Tr

52

3,2

Na (mg)

K (mg)

Tiamina (mg)
Riboflavina (mg)
Equivalentes de
niacina (mg)
Vitamina Bs (MQ)
Acido félico (ug)
Vitamina B1z (MQ)
Acido ascorbico
(mg)

Vitamina A:
Equivalentes de
retinol (ug)
Retinol (ug)
Carotenos (Mg)
Vitamina D (ug)
Vitamina E (mg)
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8.4 ANEXO 4. DISENO EXPERIMENTAL

Tabla 9. Disefio experimental para la toma de muestra

Artesanal 1 Artesanal 2
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
Miga Miga Miga Miga
Barra
Corteza Corteza Corteza Corteza
Miga Miga Miga Miga
Barra integral
Corteza Corteza Corteza Corteza
Miga Miga Miga Miga
Candeal
Corteza Corteza Corteza Corteza
Miga Miga Miga Miga
Pan de molde
Corteza Corteza Corteza Corteza

Elaboracion propia
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Industrial 1

Dial Dia 2

Miga Miga
Corteza Corteza

Miga Miga
Corteza Corteza

Miga Miga
Corteza Corteza

Miga Miga
Corteza Corteza

Industrial 2
Dial Dia 2
Miga Miga

Corteza Corteza
Miga Miga
Corteza Corteza
Miga Miga
Corteza Corteza
Miga Miga
Corteza Corteza



8.5 ANEXO 5. PREPARACION DE NACL

Se prepararon los reactivos previamente a la realizacion del ensayo. Para ello se
utilizaron agua destilada, &cido nitrico, nitrato de plata y cloruro de sodio. Para la
preparacion del &cido nitrico se diluyeron 20 mL de &cido nitrico concentrado en 1 L de
agua. Para la preparacion del nitrato de plata se pesaron 14,541 g de nitrato de plata,
se secaron durante 2 horas a 150 °C + 2 °C y se enfriaron en un desecador. A
continuacién, se disolvieron en agua en un matraz volumétrico de 1 L hasta la marca
correspondiente. Para la preparacion del cloruro de sodio se pesaron 5 g de cloruro de
sodio, se secaron durante 2 horas a 110 °C + 2 °C y se dejaron enfriar en un desecador.
A continuacién, se disolvieron en agua en un matraz volumétrico de 1 L hasta la marca

correspondiente.

Para la curva de titulacién se pipetearon 25 mL de la solucion de cloruro de sodio en
un vaso de precipitado, se diluyé a 50 mL con el agua y se agregaron 50 mL del acido
nitrico diluido, preparado con anterioridad. Se introdujeron en la solucién los electrodos
y se agito a velocidad constante. Se valoré con la solucion de nitrato de plata preparada,
agregando hasta un total de 50 mL de la misma para obtener una curva de titulacion
completa. Se determiné el punto de inflexién, que seria utilizado como punto final al
hacer la valoracién de la solucion de muestra. A partir del volumen de la solucién de

nitrato de plata utilizada se calculé la concentracién y se ajust6 a 0,0856 mol/L.
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8.6 ANEXO 6. INGREDIENTES DE DIVERSOS PANES EN FUNCION DEL ESTABLECIMIENTO ELABORADOR

Tabla 11. Ingredientes de los panes elaborados artesanal e industrialmente

ARTESANAL 1

ARTESANAL 2

INDUSTRIAL 1

INDUSTRIAL 2

BARRA NORMAL

BARRA INTEGRAL

PAN CANDEAL

PAN DE MOLDE

Harina de trigo extraccion
75%, agua, sal, levadura,
extracto de malta

50% de harina integral de trigo
ecolégico molido de en molino
piedra, 50% de harina de trigo
de extraccidn 75%, agua
levadura, sal

np

50% de harina integral de trigo
ecolégico molido de en molino
piedra, 50% de harina de trigo
de extraccién 75%, agua
levadura, sal

np: no presentado. Elaboracion propia

Harina de trigo, agua,
levadura, sal

Harina de trigo integral, agua,
levadura y sal

Harina de trigo, agua,
levadura, sal

Harina de trigo, agua,
mantequilla, azdcar, levadura,
leche en polvo, sal,
conservante E-282

Harina de trigo, agua,
levadura, sal, emulgente E-
472e, antioxidante E-300

Harina de trigo integral, agua,
sal, levadura

Harina de trigo, agua, sal,
levadura, masa madre de trigo
inactiva, emulgente E-472e,
antioxidante E-300

Harina de trigo, agua, sal,
levadura, aceite de girasol,
mejorante panario (harina de
trigo, conservador E-200,
antioxidante E-300, masa
madre de centeno inactiva
(2%) y aroma) fibra de trigo,
fibra de avena, fibra
procedente de achicoria,
conservador E-282
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Harina de trigo, agua,
levadura, sal, emulgente E-
471, lecitina de soja,
antiaglomerante E-170,
antioxidante E-300, enzimas,
masa madre

Harina de trigo, agua, harina
integral de trigo (17%),
salvado de trigo, levadura, sal,
emulgente E-472E

Harina de trigo, agua,
levadura, sal marina, harina de
leguminosas, emulsionante E-
322, antiapelmazante E-170,
antioxidante E-300, enzimas

Harina de trigo, agua, sal,
levadura, harina de centeno,
mejorantes panarios (harina
de centeno fermentada
deshidratada, emulgente E-
472e, antioxidante E-300,
colorante E-170, harina de
trigo, harina de trigo malteado,
emulgentes E-471y E-481y
enzimas)



Calidad Microbioldgica del Pan: Bacillus cereus

8.7 ANEXO 7. MODELIZACIONES DE CRECIMIENTO DE B. CEREUS

MIGA DE BARRA INTEGRAL ARTESANAL

MIGA DE BARRA INTEGRAL INDUSTRIAL
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Fig. 7. Comparacién del crecimiento de B. cereus en la miga de barra integral artesanal e industrial bajo distintas
condiciones de pH y a., a temperatura de 24 °C. A: miga de barra integral artesanal a: — pHy a, minimo, =~ pHy ay
medio, pH y a, méximo, B: miga de barra integral industrial a: — pHy a, minimo, -~ pHy a, medio, - pHYy ay
maximo, C: miga de barra integral artesanal a una a,, media fija, = pH minimo, =~ pH medio, pH méaximo, D: miga
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CORTEZA DE PAN DE MOLDE ARTESANAL

CORTEZA DE PAN DE MOLDE INDUSTRIAL
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Fig. 10. Comparacién del crecimiento de B. cereus en la corteza de pan de molde artesanal e industrial
bajo distintas condiciones de pH y aw, a temperatura de 24 °C. A: corteza de pan de molde artesanal a: —
pH y aw méximo, B: corteza de pan de molde industrial a: — pH y aw medio, - - pHy aw méximo, C: corteza
de pan de molde artesanal a una aw méxima fija, — pH minimo, - - pH medio, - pH méaximo, D: corteza
de pan de molde industrial a una aw media fija, — pH minimo, - - pH medio, - pH méaximo, E: corteza
de pan de molde artesanal a: — pH medio y aw méaximo, F: corteza de pan de molde industrial a pH medio
fijo, — aw medio, - - awmaximo, G: corteza de pan de molde artesanal a : — pH minimo, aw maximo, H:
corteza de pan de molde artesanal a : — pH medio, aw medio, —- pH minimo, aw maximo. Valores de
crecimiento en la Tabla 20 (Anexo 8).
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8.8 ANEXO 8. DATOS DE CRECIMIENTO DE B. CEREUS BAJO DISTINTAS CONDICIONES DE PH Y Aw

Tabla 16. Comparacion de valores de crecimiento de B. cereus en la miga de barra artesanal e industrial bajo distintas condiciones de pH y aw, a temperatura de 24 °C

MIGA DE BARRA ARTESANAL

MIGA DE BARRA INDUSTRIAL

aw pH Mmax () TD (h) A (h) aw pH Mmax (h™) TD (h) A (h)
PHY aw 0.967 5.3 0.075 4.033 47.48 0.973 5.2 0.096 3.147 37.1
minimo
pr:'eﬁgw 0.978 6 0.182 1.655 19.57 0.98 5.6 0.164 1.838 21.71
PHY aw 0.991 6.8 0.437 0.689 8.15 0.987 6 0.268 1.123 13.29
maximo
aw medio y 0.978 5.3 0.129 2.34 27.61 0.98 5.2 0.135 2.231 26.38
pH minimo
pr:'eﬁgw 0.978 6 0.182 1.655 19.57 0.98 5.6 0.164 1.838 21.71
aw medio y 0.978 6.8 0.27 1.114 13.19 0.98 6 0.199 1.514 17.9
pH maximo
pH medio y 0.967 6 0.109 2.758 32.67 0.973 5.6 0.118 2.558 30.18
aw Minimo
pr:'eﬁi":‘)w 0.978 6 0.182 1.655 19.57 0.98 5.6 0.164 1.838 21.71
PH medioy 0.991 6 0.313 0.962 11.38 0.087 5.6 0.224 1.342 15.9
ayw Mmaximo
PH maximo, 0.967 6.8 0.169 1.786 21.07 0.973 6 0.145 2.08 2456
aw Minimo
pH medio, 0.978 6 0.182 1.655 19.57 0.98 5.6 0.164 1.838 21.71
aw medio
pH minimo, 0.991 5.3 0.234 1.289 15.22 0.987 5.2 0.188 1.604 18.94
ay Maximo

Mmax: velocidad maxima de crecimiento. TD: tiempo de duplicacion. A: tiempo de latencia. Los valores de pH y aw son medias, n=2.
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Tabla 17. Comparacién de valores de crecimiento de B. cereus en la miga de barra integral artesanal e industrial bajo distintas condiciones de pH y aw, a temperatura de
24 °C

MIGA DE BARRA INTEGRAL ARTESANAL MIGA DE BARRA INTEGRAL INDUSTRIAL
aw pH Hmax (D) D (h) A (h) aw pH Hmax (h1) TD (h) A (h)
PHY aw 0.975 5.9 0.151 1.995 23.58 0.96 5.4 0.055 5.439 64.75
minimo
PHY aw 0.979 6 0.19 1.582 18.74 0.979 5.8 0.172 1.745 20.7
medio
PHY aw 0.984 6 0.237 1.272 15.03 0.998 6.1 0.396 0.761 8.99
maximo
aw medio y 0.979 5.9 0.181 1.662 19.68 0.979 5.4 0.142 2.123 25.08
pH minimo
PHY aw 0.979 6 0.19 1.582 18.74 0.979 5.8 0.172 1.745 20.7
medio
aw medio y
oH méximo 0.979 6 0.19 1.582 18.74 0.979 6.1 0.2 1.507 17.81
PH medio y 0.975 6 0.159 1.896 22.4 0.96 58 0.07 4331 | 50.87
aw MiNIMo
pr:'eﬁiiw 0.979 6 0.19 1.582 18.74 0.979 5.8 0.172 1.745 20.7
pH medio y
 mAKImG 0.984 6 0.237 1272 15.03 0.998 5.8 0.357 0.844 9.98
pH maximo, 0.975 6 0.159 1.896 22.4 0.96 6.1 0.082 3651 43.43
aw MiNIMo
pH medio, 0.979 6 0.19 1.582 18.74 0.979 5.8 0.172 1.745 20.7
aw medio
pH minimo,
 mAXimo 0.984 5.9 0.226 1.333 15.76 0.998 5.4 0.311 0.969 11.45

Mmax: velocidad maxima de crecimiento. TD: tiempo de duplicacion. A: tiempo de latencia. Los valores de pH y aw son medias, n=2.
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Tabla 18. Comparacion de valores de crecimiento de B. cereus en la miga de pan candeal artesanal e industrial bajo distintas condiciones de pH y aw, a temperatura de
24 °C

MIGA DE PAN CANDEAL ARTESANAL MIGA DE PAN CANDEAL INDUSTRIAL
aw pH Mmax (™) TD (h) A (h) aw pH Mmax (h™) TD (h) A (h)
ﬁ]'?n{ rﬁg 0.958 5.5 0.021 14.376 | 169.58 0.945 5.7 0.031 9.792 114.88
pn:'eﬂi?)w 0.967 5.7 0.093 3.246 38.29 0.959 5.9 0.07 4.297 50.87
PHY aw 0.977 5.9 0.165 1.82 2158 0.975 6.2 0.176 1.713 20.23
maximo
aw medio y 0.967 5.5 0.083 3618 42.91 0.959 5.7 0.062 4.819 57.44
pH minimo
pn?e)éiiw 0.967 5.7 0.093 3.246 38.29 0.959 5.9 0.07 4.297 50.87
aw medio y 0.967 5.9 0.103 2.912 34.57 0.959 6.2 0.083 3.619 42.91
pH maximo
PH medio y 0.958 5.7 0.059 5.066 60.36 0.945 5.9 0.035 8.651 101.75
aw MiNIMo
pr:'eﬁiiw 0.967 5.7 0.093 3.246 38.29 0.959 5.9 0.07 4.297 50.87
pH medio y 0.977 5.7 0.15 2011 23.74 0.975 5.9 0.151 1.995 2358
awy Maximo
pH maximo, 0.958 5.9 0.067 4514 53.15 0.945 6.2 0.042 7185 84.79
aw MiNIMo
pH medio, 0.967 5.7 0.093 3.246 38.29 0.959 5.9 0.07 4.297 50.87
aw medio
pH minimo, 0.977 5.5 0.135 2.223 26.38 0.975 5.7 0.136 2.209 26.19
aw Maximo

Mmax: velocidad maxima de crecimiento. TD: tiempo de duplicacion. A: tiempo de latencia. Los valores de pH y aw son medias, n=2.
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Tabla 19. Comparacioén de valores de crecimiento de B. cereus en la miga de pan de molde artesanal e industrial bajo distintas condiciones de pH y aw, a temperatura de 24
°C

MIGA DE PAN DE MOLDE ARTESANAL MIGA DE PAN DE MOLDE INDUSTRIAL
aw pH Mmax (h™2) D (h) A (h) aw pH Hmax (L) D (h) A (h)

ﬁ]'}'nﬁ’nf‘g 0.958 5.3 0.047 6.38 75.77 0.945 5.3 0.024 12,544 | 148.38

pn?e)(/jiacl)w 0.978 5.8 0.165 1.827 2158 0.963 5.5 0.068 4.417 52.37

pH Y aw

L 0.999 6.2 0.409 0.736 8.71 0.981 5.8 0.189 1.594 18.84
aw medio y 0.978 5.3 0.129 2.34 27.61 0.963 5.3 0.061 4.939 58.38
pH minimo

pn';'eﬁiiw 0.978 5.8 0.165 1.827 21.58 0.963 5.5 0.068 4.417 52.37
aw medio y
oH maximo 0.978 6.2 0.201 1.499 17.72 0.963 5.8 0.081 3.736 43.97
PH medio y 0.958 58 0.063 4.782 56.53 0.945 55 0.027 11.083 | 131.9
aw MiNIMo

pn';'eﬁizw 0.978 5.8 0.165 1.827 21.58 0.963 5.5 0.068 4.417 52.37
pH medio y
A 0.999 5.8 0.359 0.839 9.92 0.981 5.5 0.164 1.841 21.71
pH maximo, 0.958 6.2 0.079 3.797 45.08 0.945 5.8 0.033 9204 107.92
aw MiNIMo
pH medio, 0.978 5.8 0.165 1.827 21.58 0.963 5.5 0.068 4.417 52.37

aw medio
pH minimo,
. MAXIMG 0.999 5.3 0.305 0.987 11.68 0.981 5.3 0.149 2.026 23.9

Mmax: velocidad maxima de crecimiento. TD: tiempo de duplicacion. A: tiempo de latencia. Los valores de pH y aw son medias, n=2.
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Tabla 20. Comparacion de valores de crecimiento de B. cereus en la corteza de pan de molde artesanal a diferentes pH y aw méaxima; y en la corteza de pan de molde
industrial a diferentes pH y aw media y maxima, a temperatura de 24 °C

CORTEZA DE PAN DE MOLDE ARTESANAL CORTEZA DE PAN DE MOLDE INDUSTRIAL
aw pH Mmax (h) TD (h) A (h) aw pH Mmax (™) TD (h) A (h)
pHY aw i i ) ) ) ) ) ) ) )
minimo
PHY aw - - ; ; ; 0.94 5.6 0.022 13.493 | 161.87
medio
PHY aw 0.948 5.9 0.04 7.435 89.03 0.95 5.7 0.04 7.586 89.03
maximo
aw medio y 0.948 5.4 0.03* 10.085* | 118.71* 0.94 5.4 0.02 15.317 | 178.06
pH minimo
pn':e% i%w 0.948 5.7 0.036* 8.399* 98.92* 0.94 5.6 0.022 13.493 | 161.87
aw medio y . N .
oH méximo 0.948 5.9 0.04 7.435 89.03 0.94 5.7 0.024 12.663 | 148.38
pH medio y ) ) i i i i i i i i
aw minimo
PHY aw - - - - - 0.94 5.6 0.022 13.493 | 161.87
medio
pH medio y
 mAXImG 0.948 5.7 0.036 8.399 98.92 0.95 5.6 0.037 8.058 96.25
pH maximo, ) ) i i i ) ) ) ) )
aw minimo
pH medio, - - - - : 0.94 5.6 0.022 13.493 | 161.87
aw medio
pH minimo,
 mAXimo 0.948 5.4 0.03 10.085 | 118.71 0.95 5.4 0.033 9.091 107.92

Umax: Velocidad maxima de crecimiento. TD: tiempo de duplicacion. A: tiempo de latencia. -: datos de aw insuficientemente elevado para introducirlo en la base de datos ComBase.
*; utilizacion de aw maximo por dato medio insuficientemente elevado para introducirlo en la base de datos ComBase. Los valores de pH y aw son medias, n=2.
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Tabla 21. Comparacion del crecimiento de B. cereus entre la miga de los panes de molde artesanal 1 y artesanal 2, y comparacién entre la miga de los panes de molde

industrial 1 e industrial 2 bajo las mismas condiciones de pHy aw, a temperatura de 24 °C

MIGA DE PAN DE MOLDE ARTESANAL 1 MIGA DE PAN DE MOLDE ARTESANAL 2
aw pH Hmax (1) T (h) A (h) aw pH Hmax (WD) T (h) A (h)
pH medio y 0.984 6.02 0.237 1.272 15.03 0.964 5.54 0.072 4.201 49.46
aw MiNIMo
pr:'eﬁiiw 0.990 6.02 0.302 0.998 11.79 0.968 5.54 0.087 3.443 40.93
pH medio y 0.996 6.02 0.368 0.819 9.68 0.973 5.54 0.101 2.97 35.26
awy Maximo
MIGA DE PAN DE MOLDE INDUSTRIAL 1 MIGA DE PAN DE MOLDE INDUSTRIAL 2
aw pH Hmax (1) ™ (h) A (h) aw pH Hmax (W) D (h) A (h)
pH medio y 0.968 5.66 0.097 3.091 36.71 0.945 5.42 0.026 11.791 | 136.97
aw MiNiMo
pr:'eﬁizw 0.973 5.66 0.124 2.429 28.72 0.953 5.42 0.039 7.785 91.31
pH medio y 0.978 5.66 0.157 1.92 22.68 0.962 5.42 0.061 4.913 58.38
awy Maximo

Umax: velocidad méxima de crecimiento. TD: tiempo de duplicacion. A: tiempo de latencia. Los valores de pH y aw son medias. Las variaciones de pH son muy pequefias por lo
que solo puede considerarse la media de pH para realizar las modelizaciones. No existen diferencias significativas (p<0,05) entre el crecimiento a pH medio y aw minima, pH y
aw medio, y pH medio y aw méxima de ambos tipos de establecimientos (n=8) a través del andlisis de t-Student.
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