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CAPITULO 3

MATERIALESY METODOS

3.1 Materiaprima

Para éste estudio se utiliz6 manzana (Malus sylvestris) de la variedad Golden
Delicious. Cada lote de fruta que se utilizé se adquiri6 en un centro comercia de la ciudad
de Puebla. Las manzanas < eligieron de tal manera que fueran homogéneas en cuanto a

tamarfio y grado de madurez

Fig 7. Manzana variedad Golden Delicious utilizada para la impregnacién a vacio

En la determinacion de la porosidad efectiva se usd sacarosa grado comercia para
la preparacion de la solucion isoténica. El jugo de manzana utilizado como medio de
impregnacion fue de la marca “Sonrisa’” adquirido en un supermercado de la ciudad de

Puebla. Se utilizé la leche fermentada “ Y akult” para obtener las células de Lactobacillus
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casei. Se hacia un recuento inicial de microorganismos para tener como base la cantidad de

Mi Ccroorgnismaos a incorporar.

Fig 8. Jugo Sonrisay Y akult marcas comerciales utilizados para la impregnacion

d vacio

3.2 Preparacion de la muestra

La fruta se conservo en refrigeracion por un tiempo no mayor a 7 dias. Se seleccionaron
manzanas libres de dafios fisicos. Se lavaron manualmente con aguay jabén para eliminar
posibles microorganismos de la cascara. Posteriormente se cortaron los trozos de manzana

de dimensiones predeterminadas con ayuda de un cortador de frutas.

3.3. Materialesdetrabajo

Equipo de lmpregnacion
Se utilizaron desecadores de 1L de capacidad con tapa herméticay vavula para ejercer
vacio, mallas de pléstico adaptadas al diametro del desecador, pesas de 200 g y una bomba

de vacio Cenco-Hyvac (Fig 9).
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Fig 9. Equipo de impregnacion al vacio utilizado

Liofilizador

Se utilizé un liofilizador industriadl LABCONCO, € cua permite mantener las
muestras congeladas a -30 °C y posteriormente sublimar €l agua a temperatura ambiente

(25 °C), auna presion de vacio de 10 micrones de Hg.

Fig 10. Liofilizador

Secador

Para el secado con aire caliente se utilizd un secador con bandgjas construido
dentro de las instalaciones de la Universidad de las Américas-Puebla, € cua utiliza como
medio de secado aire caliente inyectado por una bomba Komblez modelo CGP-13255 y
calentado por resistencias eléctricas. Para tomar la temperatura de bulbo seco se utilizé un
termdmetro de escala 10-100°. El equipo dispone de una balanza analitica marca OHAUS
modelo DSAKD, de la cua se suspende bandejas del secador y se registran los cambios de

peso con respecto a tiempo

Fig 11. Secador con bandejas
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3.4 M étodos analiticos

Se determinaron las caracteristicas iniciales de la materia prima por medio de los

pardmetros que se describen a continuacion:

Humedad. Se determiné en la fruta fresca por medio dd méodo 22.013 del

A.0.A.C (1984) que se basa en determinar la diferencia entre el peso de la muestra

himeday €l peso de la muestra seca.

Solidos solubles. Se determiné los sdlidos en € jugo de manzana, la solucion de

sacarosa, € yakult y lafruta fresca y después de haber sido impregnada, por medio

de un refractébmetro digital Atago PR-1 a 25°C, se obtuvo una lectura en °BxX.

pH. Se determiné en el puré de la fruta frescay en € puré de la fruta después de ser

impregnada, € jugo de manzana y yakult por inmersion del electrodo de un

potenciémetro Beckman.

Acidez titulable. Se determind por medio de la titulacion de la muestra molida de

fruta fresca con y sin impregnar, también después del tratamiento de secado; asi

como al jugo de manzana con una solucion de hidréxido de sodio (0.1N).

Actividad de agua. Se determind en la fruta fresca, impregnada y secada,

utilizando un higrémetro de punto de ocio AquaLab CX-2. Se calibré y operd

como lo describen LopezMalo, et a. (1993).
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Densidad real. Se determind en el puré de manzanas por medio del cociente del
peso de la fruta sin aire entre e volumen que ocupa en un picnémetro para

determinar la densidad de solidos.

Densidad aparente. Se determiné en |os trozos de manzana por medio del cociente

del peso de aire de lafruta entre el peso de lafrutaen e agua.

Porosidad total. Se determinG por medio de la siguiente ecuacion

Mg = T aparente

Porosidad = —
;

aparente

Cosficiente de rehidratacion Se pesaron 0.5 gramos de muestra 'y se suspendieron

en 30 mL. de agua destilada. Después de 15 minutos se escurrieron 'y se tomo el
peso fina. El coeficiente de rehidratacion se expresa como el cociente del peso
final después de la rehidratacion entre el peso inicial de la manzana, multiplicado

por cien para expresarlo como porcentge.

Coalor. Se determiné midiendo los pardmetros. L (luminosidad), a (rojo averde) y b
(amarillo a azul) en la escala de Hunter, en un colorimetro Color Gard System/05.
Este equipo se calibro usando e estandar negro con el Cero referente estandar y
con € color blanco con valor de L=+92.89, a=-1.05 y b=+0.82. Se redlizaron

mediciones por triplicado de trozos de manzana.

Metodologia 44



Impregnacién de Lactobacillus en productos de manzana.

3.5 Metodologia

3.5.1 Determinacion de la porosidad efectiva

El equipo que se utilizd se presenta en lafigura9 el cua consta de un desecador de
vidrio de capacidad de 0.5 L, unido a un controlador y vacuémetro de una bomba de
vacio. Su maxima presion de vacio es de 500 mbar. En € interior se coloca la muestra de
manzana con la solucion isotonica de sacarosa.

Para la determinacion de la porosidad efectiva se sigue e método propuesto por
Fito y Pastor (1994). En lafigural0 sepresentael diagrama de flujo de ésta metodol ogia.
Esta prueba se realiza a diferentes presiones de trabgjo. En cada uno de elas los °Brix de

la solucién son iguales alos de la fruta.

Para este estudio se utilizaron 4 tipos de figuras geométricas (Fig. 11) para

determinar cual de ellas presentaba una mejor porosidad efectiva. Dichas formas son:

1. Cubo: Tamafio= 1.2 cn?
2. Cilindro: Tamaro = 1 cm. didmetro x 2 cm. alto
3. Moneda: Tamafio = 2 cm. didmetro x 1 cm ato

4. Aro: Tamaio = 4.5 cm. didmetro x 0.6 cm. alto
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Se cortan piezas de fruta con la geometria deseada, identificando cada una,
se determina su peso (Wo) y su volumen (Vo)

Las piezas se colocan en e desecador con la solucion isotonica
(relacion 1:10 fruta :jarabe)

Se somete € sistemaala presion de trabajo por un tiempo de 10
minutos

Se rompe € vacio y se mantiene €l sistema a presiéon atmosférica
durante 10 minutos

Se retiran las muestras de la solucion. Se escurre € exceso de jarabe
por 3 minutos

Metodologia 46



Impregnacién de Lactobacillus en productos de manzana.

Se retira el exceso de jarabe dedizando las piezas por sus dos lados
principales, sobre una superficie limpia

Seregistrad peso fina de las muestras (Mf)

Fig 12 . Diagrama de flujo de la metodol ogia experimental utilizada para la determinacion

de porosidad efectiva

Fig 13. Figuras geométricas utilizadas para la prueba de porosidad efectiva. Cubo, cilindro,

moneda, aro.

En la Tabla IX se presentan las presiones utilizadas, asi como cada una de las
relaciones de compresion aparente para cada presion Para cada presion de trabgjo se
caculan los pardmetros. fraccion volumétrica del liquido que ha penetrado en la muestra
(X) y la fraccion volumétrica ocupada por € liquido (r-(1/r)); donde se ajusta una linea
recta cuya pendiente fue porosidad efectiva, en donde se desprecid la penetracion por
capilaridad, efecto que se presenta cuando se esta trabajando a presiones bgjas, segin el

modelo simplificado de Fito y Pastor (1994)
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Donde:

_(Mf - Mi)
T ryv

s ¥ fruta

X

Ms: peso final de la muestra (g)
M;: pesoinicia de la muestra ()
?s: densidad de la solucion (g/cm?3)

Viruta: VOlumen de la fruta (cm3)
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Tabla| X Condicionesde presiény relacién de compresion utilizadas para evaluar la

porosidad efectiva

Presion de vacio Relacion de compresion
(mmHgQ) (r =P atm/ P trabgj0)
500 6.1
400 3.02
300 2.0
200 1.50

Presién atmosférica : 598 mmHg (en Cholula, Puebla)

3.6 Técnica de impregnacion

Los microorganismos Lactobacillus casel, fueron obtenidos del Yakult, (leche
fermentada). Se suspendié 210 ml de yakult en jugo de manzana de una marca comercial
(Sonrisa), preparandose un total de 330 mL (obteniendo una relacion 1:3 solucion /fruta)
para utilizar esta solucion en la impregnacion de aproximadamente 110 gramos de

manzana.

Se cortaron las placas de manzana de dimensiones predeterminadas y se
suspendieron en la solucion. Se utilizd e mismo equipo que en la porosidad efectiva.
Dicho tratamiento se realizé empleando una presién de maximo vacio constante de 500

mm Hg durante 10 min, continuando con un periodo de relgjacién de 10 min a presion
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atmosférica y un tiempo de escurrimiento de 3 min. Se registro € peso para cuantificar la
cantidad de solucién impregnada en la muestra. La técnica de impregnacion se muestra en

el diagrama de lafigura 15.

3.7 Conteo de microorganismos

Antes de cada impregnacion se realizo e conteo de Lactobacillus del yakult, se
hizo un recuento de la solucién yakult-jugo de manzana, para saber cua erala cantidad de
microorganismos en e medio de impregnacion. Una vez redlizada la impregnacion se
pesaron 10 g. de manzana en una bolsa estéril y se adicionaron 90 ml de agua peptonada al
0.1% triturando por 120 segundos a velocidad normal en un Stomacher. Posteriormente se
hicieron las siembras sobre Agar MRS con un Autoplate 4000 Spiral Biotech (Fig 14), de
ladilucién 1 x 10 ufc/mL. Se dejaron incubar las placas a vacio por un periodo de 48
horas a 37°C. Transcurrido este tiempo se hizo € conteo de unidades formadoras de

colonias (ufc/g).

Fig 14. Sembrador en espira Autoplate 4000 Spiral Biotech,
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Se cortan piezas de fruta con la geometria deseada, se determina su peso inicia
(Wo)

Las piezas se colocan en € desecador con la solucion yakult-jugo
de manzana (relacion 1:3 fruta: solucion)

tiempo de 10 minutos

Serompe € vacio y se mantiene € sistema a presion atmosférica
durante 10 minutos

Se retiran las muestras de la solucion. Se escurre € exceso de
solucién por 3 minutos

Seretirad exceso de solucion dedlizando las piezas por sus dos j

lados principales, sobre una superficie limpia

[ Se somete e sistema ala presion de trabajo (500 mmHg) por un

Seregistrae peso final de las muestras (Mf)

Fig 15. Diagrama de flujo de la metodologia experimental utilizada para la impregnacion

a vacio.
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3.8 Estabilidad del producto conservadoy viabilidad del  microor ganismo

3.8.1Liofilizacion

El primer método de conservacion se realizd en un liofilizador industrial
LABCONCO, d cua permitié mantener las muestras congeladas a -40°C y después se
sublimé el agua a temperatura ambiente (25 °C) sin ocasionar dafio a la estructura de la
frutay sin afectar el nimero de microorganismo contenidos en la matriz, utilizando un

vacio de 10 mde Hg. El tiempo de este proceso fue de 48 horas.

3.8.2 Secado con aire caliente

El segundo método de conservacion consistio en secar la fruta impregnada en un
secado de tunel. En dicho secador se realizaron las curvas de secado con dos temperaturas
propuestas, (35°C y 40°C ), asi como diferentes tiempos 12, 14 y 20 horas con una

velocidad de airede 10 m/s.

3.8.3 Viabilidad del microorganismo

Se determind la viabilidad del microorganismo en la fruta seca por los dos métodos,
por medio de una rehidratacién con jugo de manzana para todas las muestras impregnadas
con L. casei tomando una relacién 1:99 g frutac mL de agua peptonada para realizar las

diluciones de trabgjo. Posterior a la rehidratacion se realizd un conteo microbiologico de
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las muestras con la dilucién 1073, para cada tiempo de rehidratacion y se sembré con el

sembrador en espiral en agar MRS previamente solidificado.

Después de las 48 horas de incubacion en estufa a 35 °C y en condiciones

anaerobias, se hizo lalectura de las cgjas para determinar las ufc/g de cada caja.

3.9 Evaluacion sensorial

Se realizd una evaluacién hedonica donde se le proporciono a casa juez una muestra de
cada tipo de manzana secada, para que calificara €l nivel de agrado de cada una. Se aplico
a 33 jueces no entrenados. El formato de la evaluacidn se encuentraen el Apéndice A. Los
datos fueron analizados aplicando Andlisis de Varianza (ANOVA) mediante € paguete

estadistico MiniTAB 10.5 Xtra Power 1995.

Metodologia 53



