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1. RESUMEN

Considerando la gran cantidad de fruta que se desperdicia por no cumplir con
especificaciones de tamafio y forma, pero que es adecuada para la industrializacién,
se ha estudiado la factibilidad de conservarla por la Tecnologia de Factores
Combinados.

En este estudio se aplicé dicha tecnologia para elaborar 10 diferentes formulaciones
de pulpa de manzana (Malus syfvesiris) y se evalué su comportamiento durante un
periodo de almacenamiento de 6 meses a temperatura ambiente. Los factores
utilizados fueron depresién de aw, tratamiento térmico (escaldado a 92°C/5 minutos)
y adicién de conservadores qufmicos como sorbato de potasio (1000 ppm); Acido
citrico (3000 ppm); y tres diferentes concentraciones tanto de icido ascérbico (200,
300 y 400 ppm) como de sulfitos (100, 200 y 300 ppm).

Las muestras fueron envasadas en bolsas de polietileno contenidas en cubetas de
plastico. Se analizaron las caracteristicas fisicoqufmicas (pH, acidez, humedad, °Brix,
az(icares reductores, aw, sulfitos, 4cido ascérbico) y microbiolégicas (mesofilicos

aerobios, mohos y levaduras), asi como el cambio de color.

Todas las muestras presentaron comportamientos similares de las wvariables
fisicoquimicas; hubo una disminucién en el contenido de humedad, aw, sulfitos y
4cido ascérbico; los s6lidos solubles aumentaron ligeramente, los azGeares reductores
directos aumentaron con relacién a la disminucién de sacarosa y el pH y acidez se
mantuvieron relativamente constantes. En todas las formulaciones con sulfitos el
color de las pulpas fue aceptable; por el contrario, la aplicacién de sélo Acido

ascérbico aumenté el oscurecimiento, mientras que la combinacién de A&cido
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ascérbico y sulfitos concentraciones bajas, produjo un efecto sinérgico positivo en el

control del oscurecimiento del producto.

Las formulaciones en donde se consiguié obtener un color aceptable correspondiente
a una pulpa de manzana minimamente procesada después del tiempo de estudio,
fueron aquellas que contenfan metabisulfito de sodio. Al no" haber diferencia
significativa entre las concentraciones, se recomienda utilizar las formulaciones con
100 ppm de sulfitos y la combinacién de 200 ppm de Acido ascérbico con 200 ppm

de sulfitos.

Los resultados microbiol6gicos indicaron inocuidad del producto durante el perfodo
de almacenamiento, por lo que se concluye que el método desarrollado permite
obtener pulpa de manzana de buena calidad, estable fisicoquimica y
microbiolégicamente por lo menos durante 6 meses a temperatura ambiente, lo cual
la hace una tecnologia factible a bajo costo para su conservacién sobre todo para

pequeiios y medianos productores.
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1. INTRODUCCION

Entre los problemas que enfrentan los paises en desarrollo, uno de los mas
importantes es la ausencia de una eficiente integracién entre la produccién y el
consumo de productos perecederos, como es el caso de las frutas. Por lo que es
necesario aplicar técnicas de conservacién alternas a la refrigeracién, congelacién,

enlatado y otros métodos costosos que implican la utilizacién de energfa.

Las pérdidas de frutas en muchos paises iberoamericanos varian entre 10 y 40%

debido a la carencia de infraestructura para preservarlas (Alzamora, 1997).

La conservacién de puré o pulpa de fruta por el método de factores combinados se
basa en inhibir el desarrollo bacteriano asi como también de hongos y levaduras por
la accién combinada de distintos factores, como actividad de agua, pH, adicién de
conservadores quimicos y tratamiento térmico, entre otros, que adem4s previenen la

alteracién del alimento por la accién de enzimas y reacciones quimicas (Trevifio y

col., 1994).

Esta metodologfa permite la obtencién de productos sensorialmente aceptables, de
alta calidad y capaces de conservarse a temperatura ambiente durante un
almacenamiento prolongado. Adem&s, es una tecnologia muy econémica y
faicilmente aplicable en los sitios de produccién, lo que beneficiaria de manera
importante a los pequefios y medianos productores que no cuentan con la
infraestructura necesaria para el almacenamiento de sus productos o la ripida
comercializacién de los mismos. Lo anterior se traduce en una reduccién de las

pérdidas post-cosecha.
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Adicionalmente, es importante sefialar que materia prima de dificil comercializacién
en fresco, debido a defectos de color y tamarnio, puede ser aprovechada mediante esta
tecnologia de conservacién, obteniéndose un producto de buena calidad durante

largos periodos sin importar la estacionalidad de la materia prima.

Por otra parte, los productos adquieren un valor agregado por ser una materia prima
estable a temperatura ambiente que puede utilizarse para su procesamiento posterior,
aplicindose en confiteria, panificacién, reposteria, productos licteos y fermentados,
jaleas, mermeladas y bebidas de fruta (Leistner, 1999).

Con base en lo anterior, la justificacién de este proyecto radica en proponer un
método de conservacién de manzana en forma de pulpa, utilizando la tecnologfa de
factores combinados, evaluar la estabilidad de 10 diferentes formulaciones mediante
el andlisis de caracterfsticas fisicoquimicas y microbiolégicas y explicar con
antecedentes y fundamentos quimicos el comportamiento de las muestras durante seis

meses de almacenamiento a temperatura ambiente.
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Ill. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer las condiciones adecuadas para obtener pulpa de manzana fisicoquimica y
microbiol6gicamente estable durante seis meses a temperatura ambiente mediante la
Tecnologfa de Factores Combinados, proponiendo de esta forma, un método de

conservacién econémico y sencillo de implementar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aplicar la Tecnologfa de Factores Combinados con el fin de obtener un
producto estable durante seis meses a temperatura ambiente, para su posterior

procesamiento cOmo materia prima.

o Proponer distintas formulaciones de pulpa de manzana variando las
concentraciones de icido ascérbico y sulfitos, analizar su comportamiento y
explicar quimicamente los cambios producidos en las formulaciones durante el

tiempo de estudio.

o Determinar la estabilidad de las diferentes muestras por medio de anélisis
fisicoquimicos, microbiolégicos y de color durante el almacenamiento y con
base en lo anterior, recomendar las mejores condiciones para obtener una

pulpa de manzana con caracteristicas de un producto minimamente procesado

y de buena calidad.
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IV. ANTECEDENTES

4.1 ASPECTOS ECONOMICOS

La manzana es uno de los frutos m4s antiguos del mundo, que gracias a su enorme
adaptabilidad, logré dispersarse a diversas regiones de tal forma, que actualmente ests
entre los principales frutos m&s comercializados del mundo. Las especies de
manzana, Malus sylvestris, tienen sus origenes en el sudoeste de Asia en el irea

comprendida entre el Mar Caspio hasta el Mar Negro.

En nuestro pafs, la manzana fue introducida con la colonizacién a principios del siglo
XV, y hoy dia ocupa un lugar importante (sexto lugar en produccién con el 4.2% del
volumen total de los productos fruticolas y un consumo de 6.5 kg por persona al afio
(SAGAR, 2000).

Hay cientos de especies de manzana, aproximadamente 20 tipos diferentes son
conocidas comercialmente en los Estados Unidos, pero sélo 14 especies cubren el
920% de la produccién de ese pafs. Mundialmente, 5 especies son las més
representativas: Red Delicious, Golden Delicious, Mcintosh, Rome Beautyy Granny
Smiith (Williams y col., 1992).

4.1.1 Produccién

La produccién de manzana en México se realiza en 24 estados; sin embargo,
solamente en seis se concentra mis del 90% de la superficie sembrada y cosechada,
siendo por orden de importancia: Chihuahua, Durango, Coahuila, Puebla, Nuevo
Ledn y Oaxaca (figura 1) (SAGAR ,2000).
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Los datos sobre superficie sembrada durante el perfodo 1995-1999 seialan que hubo
una disminucién de aproximadamente 6000 hectireas, sin embargo, la superficie
cosechada aumenté sobre todo en el Gitimo afio (SAGAR, 2000), Lo anterior sefiala

la reduccién que ha tenido la superficie siniestrada (figura 2).

En cuanto al volumen de produccién nacional de manzana, 1997 fue el afio donde
se obtuvo la mayor cantidad de toneladas, alrededor de 630 mil; pero
desafortunadamente, en los afios subsecuentes la produccién bajé entre 400 y 450
mil toneladas (figura 3) (SAGAR, 2000).

En el aspecto de produccién comercial, las variedades que mayormente destacan en

nuestro pafs son:

e Golden Delicious. Fruto poco resistente a la manipulacién, de cascara
amarillo intenso en plena maduracién. Su pulpa es de color blanca cremosa,
compacta, muy dulce, 4cida y medianamente aromética. Su cosecha se lleva a

cabo entre los meses de agosto a octubre,

o Red Delicious. Tamafio variable (de grande a muy grande), c4scara delgada,
lisa y brillante, de color rojo. Su pulpa es blanca y verdosa, fina, fundente,
azucarada, agridulce, jugosa y perfumada. La época de cosecha es en los

meses de septiembre a noviembre.

e Rome Beauty. Fruto grueso, de forma esferoidal, cdscara gruesa, amarilla
verdosa, pulpa blanca o crema, no muy compacta, poco o medianamente
suculenta, poco dulce, poco 4cida, poco aroméitica, de mediana a escasa

caracteristica gustativa (Claridades Agropecuarias, 1995).
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Figura 1. Estados Productores de Manzana en México
(1995-1999)

Figura 2. Superficie sembrada y cosechada
de manzana (1995-1999).

75,000 1

70,000 ‘\-‘\’\_‘_“‘
65,000 -
60,000 W

55,000

50,000 — T T T Y
1995 1996 1997 1998 1999

—e— Supetficie sembrada —a&— Superficie cosechada

Fuente: SAGAR, 2000




V., _ANTECEDENTES ESTABHIZAGION DE PULPA DE MANZANA MEDIANTE FACTORES COMBINADOS

Figura 3. Volumen de produccion nacional de manzana
(1995-1999)
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4.1.2 Consumo y comercializacién

De acuerdo a la forma de consumo se distinguen tres grupos: manzanas para
consumo en fresco, para cocinar y para la agroindustria (sidra, jugos y deshidratada).
En otros paises, ciertas especies, son cosechadas Gnica y exclusivamente para su
procesamiento, como es el caso de la manzana York Imperial (Claridades

Agropecuarias, 1995).

De las manzanas producidas para consumo en fresco, un cierto porcentaje se destina
al procesamiento, ya sea por defectos de color, forma o tamaiio. La manzana Red
Delicious es firme, dulce y jugosa, por lo que tiene un gran rendimiento en la
produccién de jugo de excelente calidad, por el contrario, no se recomienda su uso
en la produccién de pulpas y salsas debido a que la textura y color obtenidos no son
de calidad deseable.

Por otra parte, la especie Golden Delicious ademéas de producir un jugo de manzana
de calidad, puede procesarse para la obtencién de’'salsas y rebanadas de muy buena
calidad.

La calidad de la manzana procesada depende de las condiciones de la materia prima.
(dafios fisicos, maduracién, firmeza, color, sélidos solubles, &cidos y otros compuestos

quimicos presentes en la fruta, como taninos) (Williams y col., 1992).
En México, el consumo y comercializacién de la manzana es principalmente en

fresco. Se considera que del total de la produccidn, se destina a este fin del 70 al

75%, mientras que el restante 30-25% es para uso industrial.

10
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Con respecto al uso industrial, hay varios productos que se derivan del procesamiento
de manzana, como la obtencién de &cido maélico, empleado en la industria
farmacéutica y en la alimentaria como sustituto del &cido citrico; produccién de jugos
concentrados y congelados, para la elaboracién de bebidas refrescantes de origen
natural al regenerarlas con agua; elaboracién de pastas de manzana; mermeladas y
productos azucarados para uso en reposterfa y panificacién; fabricacién de vinos,

vinagre y aguardientes, entre otros.

Las plazas que comercializan el 65% del total del producto nacional son el Distrito
Federal, Guadalajara y Monterrey, las cuales redistribuyen a otros estados. El resto
de la produccién se comercializa a través de los tres principales estados productores,
en donde se consume un 20% aproximadamente, mientras que el sobrante se traslada

a otras plazas (Claridades Agropecuarias, 1995).

Para contar con producto disponible durante todo el afio, las manzanas son
almacenadas en temperaturas de refrigeracién dependiendo el cultivar, aunque
también en la mayorfa de los pafses industrializados y los grandes productores utilizan
el almacenamiento por atmésferas controladas, que consisten en modificar la
atmésfera controlando la concentracién de oxigeno y diéxido de carbono en
conjuncién con bajas temperaturas, Por ejemplo, se utilizan de 2-3% de O, y 1-2% de
CO; y temperaturas entre cero y 5°C (Ramaswamy & Raghavan, 1997).

En algunos lugares de produccién, estos tipos de almacenamiento son de dificil
implementacién ya que resultan costosos y poco accesibles, sobre todo para los
pequefios productores; los cuales tienen que comercializar el producto
inmediatamente después de su cosecha, lo que se traduce como una pérdida

econémica, puesto que tienen que reducir el precio del producto para lograr la’
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distribucién inmediata antes del deterioro de la fruta. Por lo anterior, es importante
proponer una tecnologia sencilla de implementar y econémicamente factible para
conservar la manzana en los lugares de produccién, lo que adema&s de reducir
pérdidas en la comercializacién, producird un valor agregado al producto de

procesamiento final.

4.1.3 Exportaciones e importaciones

En el sector de las exportaciones, la manzana juega un papel irrelevante comparado
con fas importaciones, pero se ha incrementado de manera importante en los Gltimos
afnos. De acuerdo al periodo 1996-1999, los volGmenes enviados al extranjero
fueron de 1,518.53 toneladas (figura 4), comparado con 469.45 toneladas
exportadas en 1990-1994 (SECOFI, 2000).

Las importaciones de manzana provienen de Estados Unidos principalmente y en
menor medida de Nueva Zelanda, Cuanadd y Chile. Las compras al exterior
mantenfan un crecimiento constante en el periodo 1989-1994, pero para 1995, con
la devaluacién de la moneda nacional, la importacién disminuyé alrededor de un 47%
(Claridades Agropecuarias, 1995).

Para el periodo de 1996-1999 las importaciones se mantuvieron entre 82 mil y 136
mil toneladas (figura 5) (SECOFI, 2000).

12
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4.2 ASPECTOS TECNICOS Y CIENTIFICOS DE LA CONSERVACION DE FRUTAS
4.2.1 Oscurecimiento enzimético en alimentos

4.2.1.1 Generalidades

Uno de los indices mis importantes para evaluar la calidad sensorial de los alimentos

es el color, caracteristica fundamental para su comercializacién y consumo.

El oscurecimiento enzimitico es uno de los principales problemas para el
procesamiento y comercializacién de una gran cantidad de alimentos, especialmente
frutas como manzana, pera, durazno, plitano y uva; vegetales como papa,
champifién, berenjena, aguacate y lechuga; productos marinos como camarén,

langosta y cangrejo.

Este proceso consiste en la modificacién del color natural por la formacién de
pigmentos oscuros producidos al dafarse el tejido celular; este fenémeno es
catalizado por enzimas y generalmente se considera indeseable. Incluso puede
modificar las caracterfsticas organolépticas del producto, o que ocasiona una vida de
anaquel menor, reduccién del valor en el mercado y en algunos casos el fin de su
comercializacién. Sin embargo, en productos como té, café, cacao, tabaco o sidra, el
pardeamiento enzimético es esencial para la formacién de colores y desarrollo de

aromas caracteristicos.

El sistema enzimatico responsable del oscurecimiento se conoce como Polifenol
Oxidasa (PPO). Este complejo enzimético incluye todas la enzimas capaces de oxidar
compuestos fendlicos a orto-quinonas. Su nombre bioqufmico es o-difenol
oxireductasa, y cataliza dos tipos de reacciones: la ortohidroxilacién de fenoles
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monohidroxilados (actividad cresolasa), y la oxidacién de fenoles dihidroxilados a las
correspondientes o-quinonas (actividad catecolasa). Finalmente, las ortoquinonas se
polimerizan por oxidacién produciendo pigmentos de alto peso molecular conocidos
como melaninas (figura 6) (Dondero y col.,, 1985). Naturalmente, las frutas y
vegetales contienen los substratos fendlicos en compartimentos celulares separados
del complejo PPO por lo que la reaccién de oscurecimiento no se lleva a cabo, pero

cuando el producto sufre un dafio mecénico, el oscurecimiento se produce.

El pH éptimo de las PPO es entre 5.0 y 7.0; a pH menor de 3.0, su actividad se

afecta irreversiblemente (Dondero y col. 1985).

El complejo enzimético es termoldbil y puede ser inhibido por &cidos, 4cidos
fenélicos, agentes quelantes, agentes reductores, compuestos que reaccionen con el

substrato o con los productos de la reaccién enzimética (Sapers, 1993).

Para que la reaccién enzimética se lleve a cabo se requiere la presencia de oxigeno y
cobre en el tejido celular dafado, el cual actGa como grupo prostético de la
polifenoloxidasa (Fennema, 1993).

Ppo«), Pigmentos
——®  coloridos
\ OH No

o-dxludmxl fenol Aminoécidos
Monofenol Proteinas
] Compuestos
fenblicos
Ouinonas

Agente reductor

Figura 6. Reaccién de oscurecimiento enzimitico en alimentos
‘Fuente: Sapers, 1993.
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4.2.1.2 Actividad de polifenoloxidasa en manzana

Chavez y Tomas (1972), extrajeron y purificaron la PPO de manzanas, y
encontraron que la concentracién de la enzima es mucho mayor en el endocarpio y

en la cascara que en el mesocarpio de la fruta.

Almeida y Nogueira (1995), determinaron la actividad de PPO para diferentes
cuiltivares de manzana (Ana, Fufi, Gala y Golden), de los cuales encontraron valores
entre 3.0 y 6.3 unidades de actividad/mL. Estos valores de actividad enzimética se
consideran bajos comparindolos con los que se encontraron para plitano (68.5
unidades/mL) y para champifién (84.3 unidades/mL).

Los substratos naturales de PPO que se encuentran con mayor frecuencia en frutas
son: el 4cido clorogénico, catequina y epicatequina. En manzana, el substrato que se
encuentra en mayor proporcién es el &cido clorogénico (0.2-0.5 mg/g) segGn
Coseteng y Lee, 1987. Adem4s, se ha reportado presencia de epicatequina y otros

compuestos fenélicos como esculetina y dihidroquercetina (figura 7) (Shanon y Pratt,

1967).

La cantidad de compuestos fenélicos y la actividad de la PPO est4n relacionados con
el grado de madurez de la manzana y el tipo de cultivar. Coseteng y Lee (1987),
reportaron que las concentraciones de Acido clorogénico y de compuestos fenélicos
disminuyen en las primeras etapas de maduracién, y se mantienen con pequenos

cambios después de la cosecha bajo condiciones de refrigeracién.
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Por otra parte, Sapers y Douglas (1987) evaluaron 6 diferentes tipos de manzana, y
encontraron que las especies Red Delicious y Stayman se oscurecen més
rdpidamente, mientras que la Granny Smith fue la que tuvo la menor rapidez de

oscurecimiento enzimatico.

OH

HO, OH OH
Acido clorogénico ol
COOH

o

OH
OH
CO — CH== CH Q OH OH o Dihidroquercitina

Figura 7. Sustratos fenélicos de polifenoloxidasa presentes en manzana
Fuente: Dondero y col., 1985 y Shannon & Pratt, 1967.

=)
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4.2.1.3 Inhibicién del oscurecimiento enzimAtico

Existen varios métodos de inhibicién del oscurecimiento enzimético durante el
procesamiento de alimentos, pero para elegir la alternativa ma4s efectiva para
controlarlo se deben considerar razones de costo, toxicidad, tipo de producto y
proceso, asi como efectos en sabor, color y textura. Los més utilizados son los

siguientes:

a. Tratamiento térmico. El escaldado es uno de los métodos més sencillos y
efectivos para inactivar la PPO y otras enzimas a través de la desnaturalizacién con

calor. Puede realizarse por inmersién en agua o por aplicacién de vapor directo
(Dondero y col. 1985),

Sin embargo, es recomendable que la temperatura y tiempo de escaldado se
establezcan de acuerdo a las caracterfsticas del producto, ya que se puede afectar
irreversiblemente su sabor y textura si el tratamiento térmico es muy- severo, sobre

todo en alimentos minimamente procesados.

El tratamiento térmico que se recomienda para inactivar la PPO varia segGn el
producto y su presentacién (entero, trozos, rebanadas, pulpa). Por ejemplo, para
inhibir totalmente la actividad enzim4tica en plitano se requiere una temperatura de
90°C por 2 minutos (Almeida y Nogueira, 1995). Por otra parte, Dimick y col.,
(1951) reportaron en manzana un 96% de inactivacién a 90°C durante 10 segundos;
mientras que Moritoya y col. (1997), reportaron para el cultivar Srarking Delicious

una inactivacién total a 95°C durante 5 minutos.
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Almeida y Nogueira (1995), propusieron varios tratamientos combinados para inhibir
la actividad enzimA&tica de PPO en manzanas, obteniendo que el mis eficiente era el
que incluia la combinacién de 4cido ascérbico, Acido citrico, metabisulfito de sodio y
tratamiento térmico con un porcentaje de inhibicién cercano al 100%; mientras que el
menos efectivo era el tratamiento con Acido ascérbico y EDTA. AdemaAs,
encontraron que la PPO de manzana Golden es muy sensible y es inhibida mé4s

facilmente que la de los otros tipos estudiados.

Es posible retardar la oxidacién enzimatica de compuestos fendlicos con el empleo de
temperaturas de refrigeracién; sin embargo, durante la elaboracién de pulpas, purés y
jugos no clarificados, en los cuales el tejido celular es daflado considerablemente, las
bajas temperaturas no son suficientes para inhibir la actividad de PPO: por lo que es
recomendable un tratamiento térmico casi inmediatamente después de la molienda

del producto para evitar la oxidacién (Montoya y col., 1997).

b. Exclusién de oxigeno. Este método de inhibicién tiene la ventaja de no impartir
efectos adversos sobre las caracteristicas sensoriales del producto. Sin embargo, es
limitado, ya que la oxidacién ocurrird inmediatamente después que el vegetal se

ponga nuevamente en contacto con el aire.

La desoxigenacién puede efectuarse por inmersién del producto en salmuera, jarabe,
utilizacién de nitrégeno o mediante una reaccién secuestrante de oxigeno utilizando
4cido ascérbico o el complejo enzimatico glucosa oxidasa/catalasa (Dondero y col.
1985). También se puede impedir la oxidacién cubriendo el alimento con
surfactantes (McEvily & lyengar, 1992).




Estos procesos pueden resultar poco practicos y costosos, por lo que se ha optado por

el uso de agentes quimicos.

c. Sulfitos. Los sulfitos reducen las o-quinonas producidas por la PPO, evitando su
condensacién para producir melaninas (coloridas), mediante la formacién de
difenoles (incoloros). También son inhibidores del oscurecimiento no enzimético:
reaccionando con grupos carbonilo de intermediarios de la reaccién de Maillard,

previniendo asf la formacién de pigmentos (figura 8).

Los sulfitos empleados en alimentos son: diéxido de azufre, sulfito de sodio, bisulfito y
metabisulfito de sodio o potasio (Ough, 1993).

o HSOy- (o]
HSO3
R R

Figura 8. Mecanismo de inhibicién del oscurecimiento enzimético por sulfitos.
Fuente: Dondero y col., 1985.
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Ademis de prevenir el oscurecimiento, los sulfitos controlan el crecimiento de

microorganismos y son antioxidantes muy efectivos.

Cuando son empleados en altas concentraciones, pueden ser corrosivos, impartir
olores y sabores indeseables, ademis de destruir la tiamina (Ough, 1993). Lo
anterior puede ser evitado, utilizando otros agentes como Acido citrico y ascérbico

para poder reducir la cantidad de sulfitos en [a formulacién.

Los sulfitos reaccionan ficilmente con azficares reductores, aldehfdos, cetonas y
proteinas para formar varios compuestos sulfatados. En alimentos con pH menor a
4.0, el SO, se volatiliza con facilidad; y durante el almacenamiento se conserva una
minima cantidad de sulfito inorgdnico (Wedzicha, 1984).

No obstante, se ha restringido su uso en alimentos debido a que se ha encontrado
que individuos asméticos sensibles a los sulfitos presentan reacciones adversas que se
manifiestan por episodios severos de asma. Adicionalmente, han sido implicados

desde irritacién en piel hasta diarrea (IFT, 1993).

d. Acidos orgénicos. La adicién de 4cido citrico, maélico o fosférico, permite
disminuir el pH del medio a un valor menor a 3.0, inhibiendo' de este modo la

actividad de la enzima en forma irreversible.

El 4cido citrico es ampliamente utilizado, ademis porque tiene la capacidad de
acomplejar al cobre, el cual funciona como cofactor en la reaccién enzimAtica,

ademés de tener un efecto sinergista con el 4cido ascérbico (Doores, 1993).

-
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Por su parte, el &cido ascérbico presenta un mecanismo de accién que se basa en

reducir las quinonas a sus o-difenoles originales.

Sin embargo, su accién no es permanente y su producto de degradacién, el Acido

dehidroascérbico es precursor del oscurecimiento quimico (Dondero y col., 1985).

e. Compuestos sulfhidrilos. Cistina, cisteina, tiocarbamida y tioamidas, actGan como
inhibidores porque son capaces de adicionarse a las quinonas formando tioéteres
incoloros, o bien reducen las quinonas a los o-difenoles originales (lyengar y McEvily,
1992). Sin embargo, la cisteina tiene la desventaja de impartir olores y sabores

indeseables a los productos.

£ Orros inhibidores. Enzimas como la o-metiltransferasa cataliza la metilacién de
sustratos fen6licos especificos para PPO en presencia de un donador metilico,
inhibiendo asf su accién. La 3,4-protocatequico oxigenasa cataliza la ortofisién de-
sustratos fendlicos en 4cidos dibisicos no susceptibles a oxidaciones y
polimerizaciones (Sapers, 1993). La desventaja de utilizar enzimas como inhibidores

del oscurecimiento es que es un método muy costoso.
Los sustratos fendlicos actGan como inhibidores competitivos, siendo el 4cido
cinAmico el mas efectivo, siguiendo el icido cumérico, 4cido feltrico, 4cido m-

cumdrico y 4cido benzoico (lyengar y McEvily, 1992).

El diéxido de carbono provoca una disminucién sobre la actividad de PPO: a través

de un mecanismo de inhibicién competitivo y reversible,
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Agentes acomplejantes como ciclodextrinas y quitosan actGan sobre substratos o

productos de la catilisis enzim4tica previniendo la formacién de pigmentos (McEvily,

1992).

La PPO también puede inactivarse con energfa: rayos X, rayos catédicos, ultrasonido,

rayos ultravioleta, radiaciones de alta frecuencia y microondas (Dondero y col.,

1985).

4.2.2 Tecnologfa de Factores Combinados (TFC)

4.2.2.1 Aspectos generales

La estabilidad microbiol6gica y la seguridad de la mayoria de los alimentos se basa en
una combinacién de varios factores, también llamados barreras, las cuales los

microorganismos presentes en el alimentos no deben sobrepasar (Leistner, 1994).

El efecto de estos factores combinados es muy importante en un alimento estable, ya
que controlan por una parte el aspecto microbiol6égico y la produccién de toxinas; y-
por otra, los procesos de fermentacién en caso de: ser necesarios durante la

produccién o el almacenamiento del producto.

Un fenémeno importante que debe considerarse en la conservacién de alimentos es
la homeostasis de los microorganismos. La homeostasis es la tendencia a la
adaptacién o estabilizacién dentro del ambiente normal de los organismos (Leistner &
Gorris, 1995).




IV, ANTECEDENTES 1ZACKON DE PULPA DE MANZANA MEDIANTE F: RES COMBINADOS

Si la homeostasis o equilibrio interno de los microorganismos es alterado por factores
de conservacién en un alimento, éstos no se muitiplican, pueden mantenerse en la
fase lag de crecimiento, o no sobrevivir a las condiciones adversas del medio antes de

que su homeostasis sea reestablecida (Leistner, 1997).

Por lo tanto, la conservacién de alimentos se basa en la alteracién de la homeostasis

de los microorganismos en los alimentos de manera temporal o permanente.

La supervivencia de los microorganismos depender4 de la carga inicial, naturaleza y
concentracién de los nutrimentos aportados por el alimento y de la intensidad de cada

una de las barreras durante la elaboracién o el almacenamiento (Sinchez, 1991).

El concepto de Tecnologia de Barreras o Factores Combinados se fundamenta en el
conocimiento apropiado de las interacciones complejas que se dan en la aplicacién de
temperatura, actividad de agua, pH, potencial redox, entre otras, para lograr la
estabilidad de los alimentos (Leistner, 1997).

En alimentos conservados por TFC, existe la posibilidad que diversos factores no
s6lo tengan un efecto aditivo, sino que tengan la capacidad de actuar
sinergisticamente. Un efecto sinérgico puede interpretarse de manera que cada factor
ataque un blanco especifico; por ejemplo, la membrana celular, DNA, sistemas

enzim4ticos, pH, potencial quimico, mecanismo osmorregulador, etc.
Por lo tanto, es mucho mas eficiente en la conservacién de alimentos emplear varios

factores en niveles bajos, que un solo factor en condiciones drasticas, que ademas

puede afectar la calidad sensorial del producto.
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En pafses industrializados la TFC se aplica principalmente para alimentos
minimamente procesados, mientras que en paises en vias de desarrollo se aplica en la

conservacién de alimentos a temperatura ambiente (Leistner, 2000).

4.2.2.2 Factores utilizados en la Tecnologia de Métodos Combinados

Los factores o barreras usadas para la conservacién de alimentos pueden aplicarse
como parte del proceso, o bien, como un paso adicional del mismo.

Segin Leistner (1999), actualmente se conocen mas de 50 factores de uso potencial
en alimentos (tabla 1), pero los més utilizados en la estabilizacién de frutas

minimamente procesados son los siguientes:

a) aw. El agua es el componente principal en la mayoria de los alimentos; contribuye
en forma determinante en caracteristicas de textura, apariencia, sabor y estabilidad.
Es un factor importante en el deterioro de alimentos por el papel que desempefia en
diferentes reacciones quimicas y enzimaticas, asf como en el desarrollo microbiano
(Fennema, 1993). La actividad de agua estd relacionada con el contenido de
humedad de un alimento (a temperatura constante) por medio de una isoterma de
sorcién (figura 9). Los productos frescos perecederos tienen aw altas, normalmente
superiores a 0.98, mientras que alimentos secos y estables presentan valores por
debajo de 0.6 (tabla 2).

De acuerdo a Martinez y col. (1999), la aw es un factor clave para el crecimiento
microbiano, produccién de toxinas y resistencia al calor de los microorganismos. Los
microorganismos son sensibles al estado del agua del medio y existen valores de aw
limites por debajo de los cuales no pueden permanecer metabdlicamente activos, es

decir, no pueden multiplicarse, esporular o producir metabolitos.
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Tabla . Factores aplicables en la tecnologfa de factores combinados

Temperatura Aumento o disminucién

pH Aumento o disminucién

Actividad de agua Disminucién

Potencial qufmico Aumento o disminucién

Atmésferas modificadas Nitrégeno, biéxido de carbono, oxigeno
Empaques Asépticos, al vacfo, activos, consumibles

Presién Alta

Radiacién Microondas, UV, irradiacién

Otros procesos flsicos Mano-termosonicacién, pulsos de alto campo

eléctrico, pulsos de campo magnético-
oscilatorio, energfa de radiofrequencia,

inactivacidn fotodinimica

Microestructura Emulsién, fermentacién (salchichas),
maduracién (quesos)

Flora competitiva Bacterias acido-lacticas

Conservadores Acidos orginicos, lactato, acerato, sorbato,

ascorbato, fosfatos, propilenglicol, productos de
la reaccién de Maillard, etanol, especias,
extractos, nitritos, nitratos, sulfitos, ozono,
cloro, antioxidantes, antibiéticos, bacteriocinas.

Fuente: Adaptado de Leistmer (1999).

Adsaorclén

contenido de humedad

1.0

actividad de agua

Figura 9. Isoterma de sorcién de humedad tipica de un alimento
Fuente: Welti y Vergara, 1997.
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Tabla 2. Actividad de agua y crecimiento de microorganismos en los alimentos

Intervalo de
aw

Microorganismos inhibidos
por aw més baja del intervalo

Alimentos comprendidos en
el intervalo

1.00-0.95

0.95-0.91

0.91-0.87

0.87-0.80

0.800.75

0.75-0.65

0.65-0.60

0.50
040
0.30
0.20

Pseudomonas, Escherichia, Proteus,
Sthigella, Klebsiella, Bacillus, Clostridium
perfringens, slgunas levaduras

Salmonella, Vibrio parahemolyticus, C.
botulinum, Serratia, Lactobacillus,
Pediococcus, algunos mohos y levaduras
(Rhodotorula, Pichia)

Mayorfa de levaduras (Candida,
Torulopsis, Ha sla), Micr

Mayoria de mohos (Penicillium
micotoxigénicos), S. aureus, mayoria de
Saccharomyrces sp.

Mayoria de bacterias halSfilas, Aspergillus

micotoxigénicos

Mohos xerofilicos (Aspergillus, A.candidus,

Whallernia sebi), Saccharomyces bisporus

Levaduras osmofilicas (Saccharomyces
rouxii), pocos mohos (Aspergiflus
echinulatus, Monascus bisporus)

No proliferacién microbiana

No proliferacién microbiana

No proliferacién microbiana

No proliferacién microbiana

Alimentos  altamente  perecederos
(frescos), frutas enlatadas, verduras,
came, pescado, leche, salchichas
cocidas y pan; alimentos que
contienen hasta 40% de sacarosa o 7%
de NaCl.

Algunos quesos, carne curada, algunos
zumos de frutas concentrados;
alimentos que contienen 55 % de
sacarosa o 12 % de NaCl.

Embutidos fermentados, dulces
esponjosos, quesos Secos, Mmargarina;
alimentos con 65% de sacarosa o 15%
NaCl.

Mayorda de zumos de frutas
concentrados, leche  condensada
edulcorada, jarabe de chocolate,

jarabe de arce y frutas, harina, arroz,
legumbres con 15-17% de humedad,
tarta de fruta, pasta de azvcar
Compota, mermelada, mazapén, frutas
glaseadas, algunos pasteles de gelatina.
Productos de avena con 10% de
humedad, dulce de chocolate, pasteles
de gelatina, jaleas, melazas, azicar de
caina sin refinar, algunas frutas
desecadas, frutos en nuez

Frutas secas con 15-20% de humedad,
algunos tofus y caramelos, miel.

Pastas con 12% y especias con 10% de
humedad

Polvo de huevo entero con 5% de
humedad

Galletas, cortezas de pan con 3-5% de
humedad

Leche entera en polvo, verduras
desecadas, palomitas de mafz (2-5% de
humedad)

Fuente: Fennema, 1993,
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El limite inferior de actividad de agua para el crecimiento microbiano es 0.90 para la
mayoria de las bacterias, exceptuando 5. aureus que puede crecer a aw de 0.86 en
aerobiosis; 0.87 para la mayorfa de levaduras y 0.80 para los hongos. Las bacterias

haléfilas, levaduras osméfilas y hongos seréfilos pueden crecer a aw superiores a
0.60.

La aw puede reducirse por deshidratacién o por adicién de solutos depresores como

sales y azicares.

Ademss de su efecto sobre los microorganismos, la aw también influye en Ila
estabilidad y calidad quimica de los alimentos. Las cinéticas de reacciones de
oxidacién de lipidos, oscurecimiento no enzimético, degradacién de vitaminas y
pigmentos y cambios enziméticos son altamente dependientes del contendido en

humedad y aw de los sistemas alimentarios (figura 10).

Velocidad relative

0 01 02 03 04 05 06 07 08 0,9a'l

Figura 10. Velocidad relativa de diversas reacciones de deterioro en funcién de la actividad
de agua. (Martinez y col., 1999).
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b) Tratamiento térmico. El principal propésito es inactivar las enzimas que pueden
provocar problemas de calidad durante el almacenamiento, adem4s de una reduccién
importante en la flora microbiana, El calor provoca una inactivacién de los
microorganismos mediante la alteracién de los mecanismos de transporte, de la
semipermeabilidad de las membranas citoplasmaéticas y por tanto la pérdida de iones,

aminoicidos y componentes del Acido nucleico (Alzamora, 1999).

¢) pH. El pH afecta la conformacién de las proteinas, la sintesis enzimatica y los
productos finales del metabolismo de los microorganismos. Las bacterias, en general,
requieren un intervalo de pH externo entre 4 y 9 para poder crecer, mientras que los
hongos y las levaduras tienen mayor tolerancia, pudiendo desarrollarse en los

intervalos de pH externo de 1.4-11 y 1.5-8, respectivamente (Alzamora, 1997).

Utilizar la disminucién del pH como Gnico factor de conservacién no resulta factible
debido a la alteracién sensorial significativa que se producirfa en el alimento. La

acidificacién de frutas se hace regularmente con 4cido citrico o fosférico (Leistner,
1999).

Los niveles utilizados varfan de acuerdo a las caracteristicas de la materia prima. Por
lo general se busca ajustar el pH entre 3.1 y 3.7, por una parte, para no afectar las
caracteristicas sensoriales, y por otra para garantizar el efecto aditivo de la

acidificacién.

d) Antimicrobianios. Generalmente se utiliza sorbato de potasio o benzoato de sodio
en combinacién con pequefias cantidades de sulfitos (Leisiner, 2000). El Acido
sérbico y su sal el sorbato de potasio son ampliamente usados como conservadores

antimicrobianos en alimentos. Aunque tienen actividad contra levaduras y hongos,.
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también se usan para controlar el crecimiento bacteriano en el caso de alimentos de

humedad intermedia y de alta humedad.

El 4cido sérbico ha sido ampliamente utilizado como un factor antimicrobiano muy
eficiente en alimentos conservados mediante Tecnologfa de Métodos Combinados
(Gerschenson y col., 1986).

El diéxido de azufre, se ha utilizado como conservador de los alimentos desde hace
mucho tiempo. Las formas mis comGnmente utilizadas son el diéxido de azufre

gaseoso y los sulfitos sédico o potésico, bisulfito o metabisulfito, (Fennema, 1993).

Los sulfitos adema&s de ser agentes antimicrobianos, inhiben reacciones enziméticas,
actGan como antioxidantes previniendo el cambsio de color de los productos y evitan
la oxidacién de otros compuestos presentes como la vitamina C (Bogh-Sorensen,
1997). Reacciona fAcilmente, y por tanto se pierde ficilmente durante el

almacenamiento.

La intensidad de los factores utilizados debe ser controlada y establecida de acuerdo
al producto, al proceso y al tipo de almacenamiento, ya que, un mismo factor puede
tener efectos positivos y negativos en el producto despendiendo de su intensidad de
uso. Para frutas frescas, mantenerlas a temperaturas de refrigeracién (4-5°C), es un
factor de conservacién muy eficiente, pero si se someten a temperaturas menores

pueden sufvir dafio por frio.

Otro cjemplo de uso/abuso de factores es el empleo de sulfitos; en cantidades
pequefias son excelentes antimicrobianos, antioxidantes, inhibidores del

oscurecimiento enzimatico y no enzimAtico, pero si se anaden en concentraciones
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altas, pueden impartir un sabor metilico indeseable al producto, ademas de promover

efectos alérgicos en personas asméticas sensibles (IFT, 1986).

4.2.2.3 Aplicacién de la TFC en frutas de alta humedad

En los dGltimos 20 afos han ocurrido importantes desarrollos de tecnologfas simples
basadas en combinacién de factores antimicrobianos como las formulaciones de frutas
de humedad intermedia estables a temperatura ambiente. Esta tecnologfa ha sido

aplicada extensamente en frutas tropicales y subtropicales de Asia (Alzamora, 1997).

Las frutas de humedad intermedia basan su estabilidad primordialmente en el control
de la actividad de agua (aw=0.60-0.90) para prevenir el deterioro por bacterias y
adicionalmente cuentan con conservadores para evitar el deterioro por hongos y

levaduras, asf como el deterioro qufmico.

Su preparacién involucra una primera etapa de incorporacién del humectante y del
conservador, seguida de una etapa de deshidratacién en corriente de aire para lograr
el valor deseado de aw. Las frutas de humedad intermedia comparadas con los
productos totalmente deshidratados, presentan una mejor retencién del sabor original

y textura (Leistner, 1994).

Sin embargo, la aplicacién de las tecnologias de humedad intermedia a frutas esta:
limitada por consideraciones sensoriales, ya que el uso de altas concentraciones de
soluto y/o el alto grado de secado requeridos para disminuir la aw a valores
microbiolégicamente seguros alteran significativamente el sabor y aroma de la fruta
(Alzamora, 1997).
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Una alternativa a las frutas de humedad intermedia, son las frutas de alta humedad,
estabilizadas en rangos de aw de 0.90.0.97. Con estos valores de actividad de agua,
las propiedades fisicas del producto (textura, apariencia, sabor, etc.) no son
modificadas de manera importante (Alzamora, y col., 1989). La Tecnologia de
Factores Combinados aplicada a frutas de alta humedad se ha experimentado en

Latincamérica como mango, papaya, pifia, plitano, chicozapote y durazno (Alzamora.
y col, 1993).

De acuerdo con Leistner (1999), la TFC aplicada a frutas de alta humedad, es un
método de conservacién econémico, permite ahorrar energia (estables a temperatura

ambiente), sencillo y puede implementarse en los lugares de produccién.
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V. METODOLOGIA
5.1 DESARROLLO EXPERIMENTAL

La conservacién de manzana se realiz6 mediante la obtencién de pulpa por la
Tecnologia de Factores Combinados, que consiste en combinar distintos parimetros
en condiciones moderadas, consiguiéndose la estabilizacién del producto sin dafar

considerablemente sus caracteristicas sensoriales.

Con base en investigaciones previas sobre la estabilizacién de frutas a temperatura
ambiente, se estableci6 el proceso representado en la figura 11, donde los factores de

conservacidn fueron los siguientes:

o Tratamiento térmico

« Disminucién de la actividad de agua

» Acidificacién

o Adicién de conservadores (sorbato de potasio, metabisulfito de sodio y &cido

ascérbico)

La manzana utilizada es una variedad local de Acaxochitlan, Hidalgo. Fue adquirida
directamente con el productor del fruto. Tiene un per.fodo de cosecha de solamente
dos meses al afio (julio-agosto). Antes de ser procesada, fue almacenada en lugar
limpio, seco y a temperatura ambiente durante aproximadamente un mes hasta que

alcanzara la madurez 6ptima de proceso.

Sus caracteristicas fisicas son muy variables, ya que presenta un color rojo no

uniforme, rayada o con coloraciones amarillas y anaranjadas.
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Esta variedad de manzana es muy dificil de comercializar debido a su estacionalidad
tan corta y a la poca uniformidad que presenta en su color. Sin embargo, tiene un
sabor dulce, ligeramente 4cido, una firmeza y textura excelentes para el

procesamiento.

Durante la seleccién de las manzanas, se eliminaron aquellas que presentaran dafios
fisicos como golpes o magulladuras provocadas por la manipulacién y el transporte
del producto, sobremaduracién, asf como el deterioro por insectos y

microorganismos.

La manzanas fueron lavadas con agua corriente y detergente para remover impurezas
de la cascara tales como basura, polvo y otros contaminantes. Posteriormente fueron
sumergidas en agua potable con 1.5 ppm de cloro para eliminar microorganismos que

pudieran quedar adheridos al pedtGnceulo, donde la limpieza es m4s dificil de realizar.

La fruta fue pelada y descorazonada manualmente. Esta parte del proceso se realizé
ripidamente, y en lotes pequefios (ocho manzanas), las cuales se sumergieron en
agua potable posterior al pelado, todo esto con el fin de evitar el oscurecimiento

previo al escaldado.

Las manzanas se cortaron en cubos de | cm de lado en una cortadora de frutas y
hortalizas /Hobart: posteriormente fieron escaldados dentro de un escaldador de
acero inoxidable con capacidad de 10 L. El tiempo de escaldado fue de 5 minutos a
temperatura de ebullicién (92°C ). Se han reportado diversos tiempos de escaldado
en manzanas, sin embargo, para inactivar la polifenoloxidasa en casi un 100% se

recomienda utilizar las condiciones anteriormente mencionadas (Montoya y col.,

1997).
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1

Figura [ 1. Diagrama de flujo para la elaboracién de pulpa de manzana mediante factores
combinados. ‘
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La molienda de los trozos de manzana se realizé en una licuadora semi-industrial
Miss Blend de 12 L de capacidad a una sola velocidad hasta lograr una pulpa

uniforme, aproximadamente durante dos minutos.

La pulpa se sometié a un enfriamiento hasta 30-35°C para evitar que los sulfitos al
disolverse en el sistema se evaporaran como di6éxido de azufre, y al mismo tiempo
favorecer la integracién completa de los ingredientes. Una vez obtenida la pulpa, se
determinaron los rendimientos del proceso, considerando las diferentes proporciones

del fruto (c4scara, corazén y pulpa).

Se busca obtener un producto estable con una actividad de agua alrededor de 0.96.,
por lo que, utilizando las ecuaciones de Ross y Norrish (Welti y Vergara, 1997), se
calcul6 la cantidad de sacarosa a anadir en las formulaciones, dando como resultado

un porcentaje cercano al 40%.

Para la formulacién de las pulpas, se utilizé azGear refinada comercial, otros
investigadores prefieren utilizar glucosa o fructosa ya que, segn Alzamora (1997), las
moléculas mis pequedias, en ese caso los monosacaridos, tienen mayor capacidad de

disminuir la aw que la sacarosa en la misma proporcién.

Generalmente se utiliza 4cido citrico para ajustar el pH del sistema segin las
condiciones del proceso y la fruta con la que se trabaje. Por ejemplo, para
conservacién de mango por TFC, Rojas y cols., (1994) utilizaron 0.5%. En todas las
formulaciones se eligié adicionar el 0.3% de &cido citrico, puesto que la manzana

presenta cierta acidez en estado natural.
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El 4cido sérbico/sorbato de potasio es un antimicrobiano que se usa ampliamente en
la conservacién de frutas. Se han hecho estudios de estabilizacién por TFC de
mango, plitano, papaya y pifia, (Rojas y col., 1994; Salazar y col., 1990; Argaiz y
col., 1991), en donde la cantidad de este antimicrobiano varia entre 0.1-0.3%. En
todas las formulaciones se afiadié 0.1% de sorbato de potasio, valor que se encuentra
dentro de los limites estipulados por el Reglamento de Control Sanitario de Productos
y Servicios (1999).

El 4Acido ascérbico (AA), se adicioné principalmente para inhibir el oscurecimiento
enzimético en concentraciones de 200 a 400 ppm. Por lo general, se utilizan en
cantidades que varfan entre 150 y 600 ppm. Se combinan y evaporan ficilmente
durante el proceso y almacenamiento, por lo que siempre se busca adicionar una

cantidad mayor de la que se desea que permanezca en el producto.

De acuerdo al Reglamento de Control Sanitario de Productos y Servicios (1999), en
conservas y preparados de fruta, sélo se permite un miximo de 100 ppm de sulfitos
totales. Como fuente de sulfitos se utilizé metabisulfito de sodio (MBS) de acuerdo al
rendimiento de la tabla 3 para tener 100, 200 y 300 ppm de SO; en la pulpa de

manzana.

El 4cido citrico, el sorbato de potasio, el &cido ascérbico y el metabisulfito de sodio se
mezclaron previamente con la sacarosa para favorecer la dispersién homogénea y se
adicionaron por infusién seca a la pulpa de manzana. Se realizaron 10 diferentes

formulaciones, las cuales se presentan en [a tabla 4.
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Tabla 3. Férmulas qulmicas y contenido de SO, de los sulfitos més importantes.
Fuente: Luck y Martin, 1995.

Compuesto Férmula Contenido activo de SO,
Di6xido de azufre SO, 100.0 %

Sulfito de sodio anhidro Na, SO, 50.82 %

Sulfito de sodio heptahidratado Na,SO, .7 H,0 2541 %

Bisulfito de sodio NaHSO, 61.56%

Mezrabisulfito de sodio Na,S,0, 6739 %

Metabisulfito de potasio K,S,0. 57.68 %

Sulfito de calcio CaSO,.2 H,0O 64.00 %

Tabla 4. Formulaciones utilizadas en la elaboracién de pulpa de manzana por TFC,

Muestra Pulpa Sacarosa AA SO,

(2) (%)t o) (ppm) (ppm)
--S40.(control) |. &0 0 @ . coran
A2 60 40 200 e
A3 60 40 300 PO
A4 60 40 400 = .
M1 60 40 coser 100
M2 60 0 e 200
M3 60 0 .. 300
A2M2 60 40 200 200
A3M2 60 40 300 200
A4M2 60 40 400 200

AA: Acido ascérbico SQO,: Di6xido de azufre

(1) Se tomd como 100% la. mezcla de pulpa y sacarosa, y con base en ésta, se
afiadieron los dem4s conservadores.

(2) Las claves de las distintas formulaciones estin relacionadas con la caracterfstica
del aditivo que varfa en las diferentes pulpas: para el 4cido ascérbico la letra “A” y
para metabisulfito de sodio la letra “M”, los nGmeros indican la cantidad del
ingrediente presente en la muestra multiplicada por cien (ppm).

(3) Cabe mencionar que todos los reactivos utilizados fueron grado analitico.
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El mezclado de ingredientes se realizé de manera suave y continua hasta su perfecta

dispersién, aproximadamente durante 5 minutos.

Las pulpas obtenidas se envasaron en bolsas de polietileno (envase primario),
introducidas en recipientes de plastico rigido con capacidad de 5 Kg (envase

secundario) con tapa hermética.

La duracién del estudio de estabilidad fue de seis meses a temperatura ambiente,
dentro de los cuales se realizaron los andlisis fisicoqufmicos (2 veces al mes),
microbiolégicos y de color (1 vez al mes). Los lotes fueron de 3.0 kg cada uno. Para
cada lote, se tomaron 800 g de pulpa y se almacenaron por separado para el

muestreo microbiolégico.
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5.2 METODOS DE ANALISIS

El comportamiento de las pulpas de manzana fue monitoreado durante 6 meses

mediante anAlisis fisicoquimicos, microbiolégicos y de color.

5.2.1 Actividad de agua

Se determiné por duplicado utilizando un psicrémetro electrénico DECAGON CX-
1, el cual mide fa aw con base en la temperatura de bulbo hGmedo. La muestra se
coloca dentro de una cidmara en la que se permite que alcance el equilibrio con la
atmésfera que le rodea. Dentro de la cdmara se encuentra un termopar que es
enfriado y sobre el cual se condensa el vapor de agua generado por la atmésfera
misma y la muestra. Posteriormente se provoca la evaporacién del agua condensada
sobre el termopar y la velocidad de evaporacién se relaciona con la humedad relativa
de la atmésfera en equilibrio con la muestra. A partir de dicha humedad el aparato
registra directamente la aw de la muestra (Welti y Vergara, 1997).

5.2.2 Humedad

La determinacién se efectué en una estufa convencional a una temperatura de 85-

90°C hasta peso constante. Se realizé por duplicado utilizando 5 g de muestra
(A.O.AC, 1990).

5.2.3 Sélidos solubles (°Brix)

Los °Brix se determinaron directamente en un refractémetro A TAGO FPaletre PR-200
a temperatura ambiente, (entre 23 y 25°C)
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5.2.4 Acidez titulable

Se determiné por el método 22.061, A.O.A.C.(1990), que consiste en una titulacién
4cido-base empleando NaOH 0.1 N en presencia de fenoftaleina como indicador.
Se pesaron 3 g de muestra y se diluyeron con 30 mL de agua destilada. La
determinacién se realizé por triplicado y los resultados se expresaron como % de

4cido citrico, ya que es el acidificante utilizado en la formulacién.

5.2.5 pH

Por duplicado, se tomaron 5 g de muestra, se realizé una dilucién al 20% p/v con
agua destilada, y se agit6 durante 10 minutos, La lectura se realiz6 en un
potenciémetro digital Orion Research previamente calibrado con soluciones
reguladoras de pH 4 y 7 (Pearson, 1976).

5.2.6 AzGcares reductores

La determinacién se llevé a cabo siguiendo el método de Lane-Eynon por triplicado.
Se basa en la capacidad reductora de los azGicares con grupos aldehido y ceténico
libres sobre un compuesto clprico en medio alcalino (31.034, A.O.A.C. (1990).
Para la determinacién de aziGcares reductores totales se realiz6 una hidrélisis con
4cido citrico a ebullicién durante 5 minutos. Los resultados se calcularon segdn las

férmulas reportadas en el Anexo I, y expresados en % en base seca.
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5.2.7 Sulfitos residuales

El anilisis de sulfitos totales empleado, se basa en una destilacién selectiva seguida de
una titulacién yodométrica redox, segGn el método propuesto por De Vries y col.
(1986) para alimentos. La determinacién se realizé6 por duplicado con opcién a

tercerfa, y los resultados se expresaron en ppm de sulfitos totales.

5.2.8 Acido ascérbico

Se analizé utilizando el método 43.064 de la A.O.A.C (1990) para la determinacién
de vitamina C. Consiste en una titulacién en medio &cido con una solucién
estandarizada de 2,6-diclorofenol indofenol que es un indicador redox colorido
(azul). El 4cido ascérbico reduce el indicador, y al punto final de la titulacién, se
observa una coloracién rosa pélido que debe persistir de 5 a 10 segundos. La
determinacién se realizé por triplicado. Los resultados fueron expresados en ppm de

&cido ascérbico.

5.2.9 Anélisis microbiolégico

La estabilidad microbiolégica fue analizada mensualmente mediante la estimacién de
mohos y levaduras (NOM-111-55A1-1994) y mesofilicos aerobios (NOM-092.-SSA.-
1994).

La preparacién y dilucién de las muestras se realizé de acuerdo a la NOM-110.
SSAL-1994,

Las determinaciones microbiol6gicas para cada dilucién se realizaron por duplicado.
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5.2.10 Color

Para realizar la medicién del color se utilizé un colorimetro triestfimulo Funter Lab
D25.PC2, en donde un haz de luz blanca incide en la muestra con un angulo de 45°
y es reflejado de forma perpendicular a la superficie de la muestra (luz difusa). El haz
de luz pasa después por los tres filtros X, Y, Z y es medido por la fotocélula o
detector. Los valores X. Y, Z, son convertidos autom4ticamente por el equipo en
coordenadas L., a, b.

Las mediciones se realizaron por duplicado y los resultados L., a, b, fueron analizados
mediante una conversién a coordenadas cilfndricas (L, H, C), donde L es la claridad,
H es la tonalidad y C es la cromaticidad o saturacién (Calvo y Durén, 1997).

L.as variables antes mencionadas estin definidas por las siguientes ecuaciones:
C=(a2+ bA)* (n
H=arctanbya (2)
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5.2.11 AnAlisis estadistico

Para determinar diferencias significativas entre las muestras, fue necesario analizar
estadisticamente los valores de los pardmetros que conforman el color de las muestras

(L. Cy F).

Para este efecto, se utilizé6 un Anélisis de Varianza de tres factores (formulacién,
tiempo y repeticiones). Se argumenté la hipétesis nula (Ho) que todas las
formulaciones eran iguales, y una hip6tesis alterna (Ha) de que por lo menos una

muestra fuera diferente del resto.

Posteriormente se aplicS el Método de la Minima Diferencia Significativa, en donde
se pudieron comparar todas las formulaciones para cada uno de los pardmetros del

color.

El porcentaje de confianza se tomé del 95% por ser resultados de tipo experimental

sujetos a errores comunes.
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VI. RESULTADOS Y ANALISIS

6.1 CARACTERIZACION DE MATERIA PRIMA

Se realizaron algunas pruebas fisicoquimicas del tipo de manzana utilizada para
caracterizar la materia prima y tener un pardmetro de comparacién con respecto al

producto final. Los datos obtenidos se presentan en la tabla Sa.

Las caracteristicas fisicoquimicas varian segGn el tipo de cultivar y del estado de
maduracién, por ejemplo, para la variedad Starking Delicious, Montoya y col. (1997)
encontraron un pH de 3.5, acidez de 0.28% y °Brix de 11.4%, mientras que para la
variedad Red Delicious reportaron 11% de °Brix. Bojorquez (1997) sefiala 10 mg/100
g de vitamina C en manzana, mientras que para la manzana roja rallada de Hidalgo

se obtuvo una cantidad 1.15 mg/100 g solamente.

El valor obtenido para la materia prima se aproxima mas al intervalo de aw reportado
por Chirife y Ferro Fontan (1982) (0.975 a 0.988).

Tabla 5a. Caracteristicas de la materia prima

PARAMETRO MANZANA ROJA RALLADA
aw 0.571
pH 3.87
Humedad (%) 83.42
Sélidos solubles (° Brix) 14.2
Acidez (% 4cido citrico) 0.2
Acido ascérbico (mg/100 g) 115
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Los rendimientos promedio del proceso de elaboracién de pulpa de manzana fueron:

68.05% de pulpa, 17.09% de c4scara, 7% de corazén y 7.86% de merma.

Considerando el rendimiento del proceso, se calcul$ el costo por kilogramo de pulpa.
Posteriormente, se obtuvo el costo de las diferentes formulaciones (tabla 5b); en
donde se aprecia que el costo es aportado en su mayorfa por los precios de la
manzana y de la azGcar refinada. Al utilizarse cantidades tan pequefas de los

diferentes aditivos, las diferencias entre las formulaciones son muy pequefias.

Tabla 5b. Costos de formulacién por kilogramo de pulpa

Ingredientes $/KG S40 A2 A3 A4 M1

¥ Sforn % Sform X S$form X Sforrm % Sform
Pulpa manzana 18.40 60.00 11.00 60.00 10.99 60.00 10.99 60.00 10.99 60.00 10.99
AzGcar refinada  6.80 40.00 271 40.00 271 40.00 2.71 40.00 2.71 40.00 2.71
Ac.citrico 1334 030 004 030 004 030 0.04 030 004 030 004
Sorbato K 4692 0.10 0.05 0.10 005 0.10 005 0.10 0.05 0.t0 0.05
Ac.ascérbico 62.56 000 000 002 00! 003 0.02 004 002 0.00 0.00
m-bisulfito Na_ 189,95 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.02
TOTAL 13.79 13.80 13.81 13.81 13.81

Ingredientes $/KG M2 M3 A2M2 A3M2 A4M2

¥ Sform X $form X $form % Sform % Sform
Pulpa manzana 18,40 60.00 10.99 60.00 10.99 60.00 10.99 60.00 10.99 60.00 10.99
AzGcear refinada  6.80 40.00 2.71 40.00 2.71 40.00 2.71 40.00 2.7]1 40.00 2.71
Ac.cftrico {3.34 030 004 030 004 030 0.04 030 0.04 030 0.04
Sorbato K 4692 0.10 0.05 0.10 005 0.10 005 010 005 0.10 005
Ac.ascérbico 62.56 0.00 000 000 000 002 001 003 0.02 004 002
m-bisulfito Na i89.95 002 0.04 0.03 0.06 0.02 004 002 0.04 0.02 0.4
TOTAL 13.83 13.84 13.84 13.84 13.85
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6.2 ANALISIS FISICOQUIMICOS

6.2.1 Sélidos solubles

Se observé que durante las primeras semanas de almacenamiento las variaciones en
el contenido de sélidos solubles es minima (tabla 6); lo mismo fue reportado por
Trevifio y col. (1994), Rojas y col. (1991) para puré de mango; Ulate y Veldzquez
(1994) y Avena y col. (1988) para pulpa de pifia y duraznos respectivamente,
estabilizados por factores combinados. Aunque cabe sefialar que después de la
semana 18, se observé un ligero aumento en los grados Brix (figura 12), lo que podria
relacionarse con la disminucién de humedad de las pulpas durante el
almacenamiento. Al haber menor cantidad de agua, la concentracién de sélidos en el

sistema aumenta.

La cuantificacién de sélidos solubles se utiliza por lo general, para determinar la
cantidad de azdcar en un producto. Sin embargo en el caso de la pulpa estabilizada,
los sélidos solubles estdn dados por la sacarosa adicionada, y los aztcares propios de
la materia prima (fructosa, sacarosa, glucosa), los carbohidratos de reserva

(almidones), los estructurales (celulosa) y las pectinas.

47




vi g_cguwxostN/'\LlSlS E£SIABILIZACION DE PULPA DL MANZANA MEDIANTE FACHH MBIN.

Tabla 6. % de sélidos solubles de pulpa de manzana durante el almacenamiento

120 { )

Muestras [¢] 2 4 6 8 10 17 21 25
540 45.4 45. 45 45, 45. 45, 46.3° 47, 47.
A2 44.2 44.8 44.4 45.0 44.8 44.7 45.0 46.5 46.5
A3 45.4 45.5 44.6 45.0 44.9 44.9 45.0 46.5 46.5
A4 45.5 46.2 45.6 45.9 46.0 46.0 46.2 48.0 47.9
M1 46.8 46.5 46.8 46.8 46.8 46.8 48.2 48.9
M2 46.5 46.5 46.8 46.7 46.5 46.8 47.8 48.6
M3 46.5 46.5 46.8 46.6 46.7 46.8 48.6 47.9

A2M2 47.0 46.8 47.1 46.8 47.1 47.3 48.2 48.7
A3M2 46.5 46.2 46.5 46.2 46.5 46.3 47.8 47.2
A4dM2 46.6 46.5 46.8 46.3 46.5 46.9 47.1 48.2
Media 45.1 46.2 45.9 46.3 46.1 46.2 46.3 47.6 47.8
Desv.est. 0.6 0.7 0.8 0.8 0.7 0.8 038 0.7 0.9

Figura 12. Comportamiento promedio de los sélidos solubles
en pulpa de manzana
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6.2.2 AzGcares reductores directos, totales y sacarosa

Los azticares reductores directos (ARD) representan el porcentaje de az(cares
reductores presentes en la pulpa sin someterla a ningGn proceso que pudiera dafar la

estructura de los carbohidratos.

En la figura 13 se aprecia un aumento progresivo de los ARD a lo largo del
almacenamiento. Esto se debe a que el producto tiene un pH 4cido que favorece la

hidrélisis de la sacarosa, produciendo monosacaridos con capacidad reductora.

Estos resultados se corroboraron con los reportados por Trevifio y col. (1994) para
pulpa de mango, en donde los ARD aumentaron al doble durante 4 meses. En este
caso, los ARD presentaron un incremento promedio de 3 wveces su valor inicial

durante los seis meses de almacenamiento (tabla 7).

Los azticares reductores totales (ART) son el resultado del porcentaje de reductores
obtenidos después de una hidrélisis 4cido-térmica inducida de acuerdo a Ia
metodologfa 5.2.6. En la figura 14, se observa el comportamiento promedio de los
ART, en donde se aprecia muy poca variacién de los mismos durante el
almacenamiento. Esto se debe a que los ART deben permanecer constantes con
respecto al tiempo, ya que al hidrolizar en cualquier momento la muestra, se
cuantifica la cantidad total de azGcares en forma de azGcares reductores (ARD + los

obtenidos de la hidrélisis de la sacarosa).
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Tabla 7. % de Aziicares Reductores Directos en pulpa de manzana durante el almac o (base seca)
tiempo (semanas)

Muastras 2 4 6 8 10 14 16 18 20 22 24
$40 6.17 7.00 8.44 9.71 12,19 1471 14.67 1520 16.38 18.04 1891
A2 5.00 5.86 7.41 7.53 10.06 11.26 12.03 1310 1404 1331 1484
A3 5.23 6.49 8.06 8.39 11.70 12.37 13.34 1505 16.51 18.02 18.84
A4 5.85 7.60 9.04 9.10 12,50 12.74 1381 1494 16.02 16.05 16.78
M1 6.02 7.31 6.59 9.25 11.42 12,76 13,72 1396 1531 1646 17.20
M2 6.23 7.86 8.60 8.98 1181 1295 1445 1351 1491 1584 18,56
M3 6.00 7.73 8.78 9.17 12,05 1293 13.71 1417 1516 17.23 18.94

A2M2 5.52 6.87 7.51 8.43 11.00 12.08 12,51 13,51 1389 17.08 17.99
A3M2 5.70 6.69 7.92 8.26 11.27 1231 12,78 1292 14.38 1594 1711
AdM2 5.66 6.68 7.85 9.07 11.13 11.81  12.69 13.26 14.28 15,95 18.01
Media 5.74 7.01 8.02 8.79 11,52 1259 .13.37 1396 15.09 1639 17.72
Desv.est. 0.40 0.62 0.73 0.63 0.70 0.92 0.86 0.85 0.96 1.37 1.28
Figura 13, Comportamiento promedio de ARD en pulpa de manzana
durante el almacenamiento )
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Trevifio y cok. (1994) no encentré-variaciones considerables para mango y platano
respectivamente, mientras que Méndez y col. {1989}, reportaron un aumento en los
ART, el cual atribuyen a la presencia de 4cido asc6rbico, ya que puede combinarse
quimicamente durante el almacenamiento y al hidrolizarse de la misma manera que
los azicares, el compuesto formado podria tener también capacidad reductora. En el

presente estudio, no se observé tal efecto {tabla 8).

Tebricamente, la sacarosa debe disminuir cerca de la mitad del aumento de los ARD.
En este caso, los ARD aumentaron en promedio 12%, por lo que se esperaba obtener
una disminucién en la cantidad de sacarosa alrededor de 6 unidades porcentuales, sin
embargo, el decremento total de sacarosa fue entre 10y 15% (tabla 9). La tendencia
descendente de la cantidad de sacarosa se aprecia en la figura-15. Es posible que al
ser una hidrélisis muy agresiva y no selectiva, se haya cuantificado una cantidad
superior de ART por hidrélisis de otros polisacéridos estructurales presentes en las -

pulpas, como por ejemplo: restos de pectinas y eelulosa,
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Tabla 8. % de Azucares Reductores Totales en pulpa de manzana durante el almacenamiento (base seca)
Hempo ( )

Muestras 2 4 6 8 10 14 16 18 20 22 24
sS40 71.26 6480 61.12 6485 75.01 67.50 72.64 7115 69.17 7242 71.68
A2 7099 69.28 6499 6361 - 7456 7005 71.53 7168 70.67 71.42 71.07
A3 7197 7080 66.70 6061 77.08 73.06 73.16 7473 75.78 75.07 75.10
A4 69.05 69.30 7072 6310 77.88 74.68 7246 7325 71.54 7138 69.08
M1 72,88 7295 65.83 6832 7491 73.67 °'75.20 68.89 7093 °'67.70 68.46
M2 7389 7459 6496 6538 7325 7442 71,70 7067 '67.32 7094 ~68.86
M3 7272 72,67 66.28 6437 7837 °'76.59 73.30 7354 70.34 70.28 70.44

A2M2 72,08 7238 59.65 6794 7731 7640 7239 71,70 68.25 7154 71.54
A3M2 7331 6931 6566 6520 7993 76.78 75.31 67.32 70.02 73.24 67.99
A4M2 75.22 69.34 6524 6918 76.15 76.19 7291 7181 66.47 71.45 71.29
Media 72.34 70.54 65.11 6526 7645 .73.93 73.06 7147 . 70.05 71.54 . 70.55
Desv.est. | 1,70 2.77 3.02 ..262 ..2.04 .3.06 . 1.29 218 259 .1.91 . 2.10

Figura 14. Comportamiento promedio de Azicares Reductores Totalas en
pulpa de manzana durante el aimacenamiento o
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Tabla 9. % de sacarosa en pulpa de manzana durante el almacenamiento (base seca)

[ P s)
Muestras 2 4 10 =1__ﬂ 16 18 20 22 24
S40 61.83 54.92 59.68 50.15 £5.08 53.15 50.15 51.66 50.13
A2 62.69 60.24 61,27 55.85 56.52 55.65 53.80 55.21 53.41
A3 63.41 61.09 62,10 57.66 56.82 56.70 56.30 54.19 53.45
A4 60.04 58.62 62.11 58.84 55.72 55.39 52.74 52.57 49.69
M1 63.51 62.37 60.31 57.86 58.41 52.18 52.84 48.68 48.71
M2 64.28 63.40 58.37 58.40 54.39 54.30 49.79 52.35 47.78
M3 63.38 61.69 63.00 6048 56.61 5640 5242 5039 48.93
A2M2 63.24 62.24 6299 61.11 56.89 55.28 51.63 51.74 50.87
A3M2 64.23 5949 6523 61.25 5940 S51.69 52.86 54.44 48.33
A4M2 66.09  59.53 61.77 _ 61.16 57.21 55.63__ 49.58 52.72 50.62
Media 63.27 60.36 61.68 .58.28 56.70 54.64 52.21 52.39 50.19
Desv.est. 1.59 2.43 1.93 3.38 1.47 1.75 2.05 1.95 1.97
Figura 15. Comportamiento promedio de sacarosa
en pulpa de manzana durante el almacenamiento
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6.2.3 Humedad

La disminucién de humedad fue de aproximadamente 10% a lo largo del
almacenamiento, la mayor parte del decremento se llevé a cabo sobre todo en los
primeros dos meses, para después estabilizarse entre 43 y 45% (tabla 10, figura 16).
Esto se debe a la capacidad que tienen los aztcares de solubilizarse y atrapar el agua
libre del sistema, ademas, el empaque primario (polipropileno) es semipermeable por
lo que debe econsiderarse la pérdida de agua por evaporacién durante el

almacenamiento.

Trevifio y col, (1994) y Elguezabal y col. {1994) reportaron comportamientos
similares para mango, pifia y tamarindo conservados mediante factores combinados.
Sin embargo, no s6lo los azdcares presentes afectan el comportamiento de la
humedad, sino también los ingredientes adicionales, y las posibles interacciones entre
ellos; por ejemplo, Rojas y col. (1994) observaron la mayor disminucién de humedad
en los primeros 15-dias de almacenamiento para mango estabilizado por TFC sin

adicién de sacarosa.



Tabla 10. % de Humedad en pulpa de manzana durante el almacenamiento

Muestras 1P )
1] 2 4 6 8 18 24
S40 51.77 51.62 48.71 44.13 44,04 43.31 43.11
A2 52.31 51.97 48.70 47.01 45.23 45.26 40.55
A3 51.23 52.05 47.82 46.60 44,59 45.90 44.49
A4 50.57 49.94 48.38 45.70 43.81 44,21 40.64
M1 50.51 47.15 44.13 43.93 41,64 40.70
M2 50.89 48.35 43.89 42,67 42.22 42,38
M3 50.87 47.50 44.92 42.86 43.79 42.45
A2M2 50.45 46,52 42,45 43.13 42,74 42,64
A3M2 51.42 46.68 45.19 42.74 42,67 42.66
AAM2 51.13 44.97 45.56 44.95 43.35 43.86
Media 51.47 51.08 47.48 44.96 43.80 43.51 42.35
Desv.est. 0.75 0.69 1.18 1.36 0.93 1.33 1.35
* La desviacion estandar total de las determinaciones por duplicado fue < 6 = 1,43

Humedad (%)

Figura 16. Comportamiento promedio de la humedad en pulpas de
manzana durante el almacenamiento
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6.2.4 Actividad de agua

Uno de los factores mas importantes aplicados en la TFC es la disminucién de
actividad de agua del sistema. En este caso, la aw de las pulpas disminuyd entre
0.008 y 0.0019 unidades, lo cual, en términos de actividad de agua representa un

decremento significativo en la estabilidad del alimento (tabla 11).

Los resultados promedio de aw obtenidos en las pulpas de manzana estuvieron en un
rango de 0.909 y 0.923; por lo que las formulaciones propuestas se ubican dentro de
los alimentos de alta humedad (aw= 0.9-0.97), en donde las caracteristicas fisicas
como apariencia y textura son modificadas en minima proporcién con respecto al

producto original (Alzamora, 1989), lo cual era uno de los principales objetivos.

Normalmente, un producto con valores de aw alrededor de 0.90 es susceptible al
deterioro microbiol6gico producido por gran variedad de microorganismos, pero en
este caso, ademds del abatimiento del aw, existen los factores de conservacién
adicionales que involucran la disminucién del pH, la cual es una bamrera muy
importante para el desarrollo de microorganismos y el uso de sorbato de potasio,
conservador muy eficaz a pH's 4cidos en la inhibicién de mohos y levaduras,
microorganismos de gran importancia en productos de fruta con alta concentracién
de azGear y pH bajo.

En la figura 17 se observa el comportamiento promedio de las muestras durante el
almacenamiento en donde claramente se aprecia su disminucién progresiva. Este
efecto depresor producido por la sacarosa se atribuye a su solubilizacién en donde se
va incorporando el agua disponible del sistema, ademas, la hidrélisis paulatina

también contribuye, ya que, que segin Alzamora (1997), la glucosa y la fructosa son
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capaces de atrapar mayor cantidad de agua libre y de esta manera abatir en mayor

medida la actividad de agua del sistema.

Tabla 11. Valores de aw de pulpa de manzana durante el aimacenamlento

Muestras them, Semanas)
2 ] 8 11 25
e

S40 0.924 0.923 0.914 0.911 0.906
A2 0.925 0.924 0.924 0.920 0.917
A3 0.926 0.925 0.921 0.916 0.914
Al 0.923 0.921 0.921 0.915 0.908
M1 0.923 0.922 0.916 0.916 0.910
M2 0.923 0.922 0.918 0.915 0.907
M3 0.924 0.922 0.917 0.913 0.905
A2M2 0.922 0.921 0.914 0.915 0.910
A3M2 0.923 0.922 0.917 0.916 0.909
A4M2 0.920 0.915 0.912 0.911 0.909
Media 0.923 0.922 0.917 0.915 0.909
Desv.est, 0.002 0.003 0.004 0.003 0.004

* La desviacién estandar total de las determinaciones por duplicado fue < 6 = 0.008

Figura 17. Comportamiento promedio de la aw en pulpa de manzana
durante el almacenamiento.
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6.2.5 Acidez y pH

Los valores de acidez se mantuvieron pricticamente constantes, alrededor de 0.45%
(4cido citrico) (tabla 12, figura 18). Mientras que, en el pH, se observa en la figura
18 un incremento en los valores de todos los lotes en las primeras diez semanas, para
posteriormente disminuir alrededor de los valores iniciales, manteniéndose entre 3.2 y
3.3. El aumento inicial promedio fue de 0.4 unidades de pH, es posible que esto se
deba al periodo que tarda el sistema en encontrar un equilibrio entre los

componentes para después estabilizarse (tabla 13, figura 19).

De igual forma, en varios estudios de estabilizacién de pulpa de frutas por TFC,
ambos pardmetros han sido registrados con variaciones minimas (Avena y col., 1988;
Rojas y col., 1990, Elguezabal y col, 1994 y Rojas y col., 1994). Algunos
investigadores han reportado una disminucién del pH; Rojas y col. (1991) para puré
de mango, y Sénchez (1991) para puré de plitano, éste Gltimo atribuyendo fa
disminucién a la probable formacién de 4cido sérbico por reaccidn del sorbato de
potasio con agua y a la formacién de iones hidronio a partir de la solubilizacién de la
sal de sulfito de sodio afiadida al puré.

Ambos pardmetros son indicadores de la estabilidad microbiolégica de las pulpas de
manzana. Un aumento de acidez, se traduciria en cambios en la composicion del
sistema por la produccién de 4cidos orginicos, por lo general atribuibles a los
productos de la fermentacién de az(cares por los microorganismos. En el caso de
Treviio (1994), reporté que la acidez en puré de mango disminuyé notablemente
(alrededor de 0.12%), lo que se relacioné con el aumento de mohos y levaduras de
10 2 500 UFC.
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Tabla 12. % de acidez (&cido citrico) en pulpa de manzana durante el almacenamiento

* L a desviacion estdndar total de las determinaciones por duplicado fue < 6 = 0.02

59

Hempo (sem. 5)
Muestras 2 4 6 8 10 17 21 25
S40 0.43 0.43 0.44 0.44 0.44 0.44 0.38 0.41
A2 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41 0.41
A3 0.42 0.42 0.42 0.43 0.40 0.44 0.39 0.43
A4 0.43 0.42 0.43 0.44 0.45 0.43 0.40 0.44
M1 0.45 0.45 0.45 0.44 0.43 0.47 0.44 0.45
M2 0.43 0.47 0.42 0.46 0.43 0.44 0.42 0.45
M3 0.46 0.46 0.45 0.46 0.45 0.47 0.41 0.46
A2M2 0.45 0.45 0.43 045 0.43 0.46 0.41 0.42
A3M2 0.43 0.42 0.44 0.43 0.48 0.46 0.41 0.43
AdM2 0.45 0.46 0.44 0.44 0.45 0.46 0.40 0.44
Media 0.43 0.43 0.43 0.44 0.43 0.45 0.40 0.43
Desv.est. 0.02 0.03 0.02 0.03 0.04 0.03 0.03 0.03
* La desviacion estandar total de las determinaciones por triplicado fue < 6 = 0.03
Tabla 13. pH de pulpa de manzana durante el almac iento
tlempo (semmanas)
Muestras | 2 4 6 L 10_ 16 26
ﬁ 3.15 3.26 3.37 3.60 3.67 3.33 3.16
A2 3.25 3.38 3.40 3.67 3.69 3.40 3.24
A3 3.16 3.28 3.38 3.49 3.56 3.30 3.20
A4 3.19 3.36 3.41 3.47 3.53 3.33 3.20
M1 3.17 3.33 3.40 3.50 3.58 3.34 3.16
M2 3.21 333 3.38 3.71 3.72 3.37 3.17
M3 3.16 3.36 3.35 3.63 3.66 3.37 3.16
A2M2 3.18 3.40 3.39 3.73 3.75 3.39 3.20
A3IM2 3.22 341 3.46 3.72 3.75 3.41 3.19
AAM2 3.25 3.42 3.46 3.62 3.68 3.41 3.19
Media 3.09 341 3.64 4.01 4.24 4.51 5.26
Desv.est. 0.36 0.20 0.78 1.33 191 3.81 6.88
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Figura 18. Comportamiento promedio de la acidez de puipa de
manzana durante el aimacenamiento
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6.2.6 Sulfitos

Los sulfitos son muy inestables en sistemas alimenticios, se evaporan ficilmente como
diéxido de azufre, pero el producto conserva una apariencia aceptable, como fue en
el caso de las muestras estudiadas. En un periodo de 6 meses, el porcentaje de
disminucién de sulfitos fue por lo menos de 75%. La mayor degradacién de sulfitos
se presenté en la muestra que contenfa la concentracién m&s alta de vitamina C
(figura 20). Lo anterior, probablemente debido a la facilidad con la que reaccionan
los sulfitos con el grupo ceténico del cido dehidroascérbico en solucién (Ough,
1993).

Rojas y col. (1991), reportaron una pérdida de sulfitos del 80% en puré de mango
conservado por TFC en los primeros 3 meses, mientras que Argaiz y col. (1991),
encontraron una disminucién del 60% en pifia y papaya tan sélo en las primeras

cuatro semanas para después permanecer relativamente constante.

La figura 21 muestra que la pérdida de sulfitos puede modelarse como una cinética
de primer orden con constantes de velocidad de 11 x 102, 7.81 x 102y 6.92 x 102
dias! para 100, 200 y 300 ppm de sulfitos iniciales, respectivamente. La velocidad
tan grande de degradacién de SO, puede deberse en gran pare a la volatilizacién,
que se favorece en alimentos con pH 4cido (menor a 4). Stadtman (1948) propuso
que la cinética de degradacién del SO, en condiciones anaerébicas de
almacenamiento era de primer orden; por su parte, Argaiz y col. (1991) comprobaron
que en presencia de oxigeno la reaccién también era de primer orden con constantes
de velocidad de degradacién de sulfitos menores que las calculadas en el presente
trabajo (2.9 y 3.2 x 10?2 dias™).
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Figura 20. Disminucién de SOz en pulpa de manzana
durante el almacenamiento
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Figura 21. Cinética de disminucién de SOz en pulpa de manzana
durante el almacenamiento

71

8

5
£.]
23
3

2 4

1 4

[+] T v T T T

o 2 4 ] 8 0 12 14 18 18 20 22 24

t (semznas)
—h— M1 —o—M2 —a—-M3
y=-0.11x + 45298 y =-0.0781x + 52233 y = -0.0692x + 5.7398

62




Lo anterior puede deberse a que los sistemas estudiados son diferentes, ya que la
pérdida de sulfitos en un alimento depende de la naturaleza quimica del mismo, el
tipo de proceso usado, la longitud y condiciones de almacenamiento, asi como del

nivel de adicién.

l.as muestras que conservaron una mejor apariencia durante el almacenamiento,
fueron aquellas que contenfan metabisulfito de sodio (M1, M2, M3, A2M2, ASM2 y
A4M2); lo anterior, se corroboré con los resultados de color reportados

posteriormente.

Los sulfitos actGan de varias maneras en el control del oscurecimiento; pueden
reaccionar reduciendo el oxigeno molecular presente en el sistema evitando su
disponibilidad en reacciones oxidativas, tienen la capacidad de combinarse con las
ortoquinonas y otros intermediarios de la reaccién de oscurecimiento enzimAtico, en
caso de que se presentara la reactivacién de alguna actividad de polifenoloxidasa
previniendo de esta manera la formacién de compuestos coloridos (figura 8) (Almeida
y Nogueira, 1995), adem&s ficilmente se pueden combinar con compuestos
carbonilicos sefialados como precusores del oscurecimiento no enzimético (azGcares
reductores, carbonilos simples, dicarbonilos, a—B carbonilo insaturado) formando
hidroxisulfonatos y otros compuestos derivados muy estables. Actian bloqueando el
grupo carbonilo de! azGcar evitando las reacciones tipicas de oscurecimiento no
enzimdtico (Eskin, 1990). Por otro lado, también se ha reportado que los sulfitos son
capaces de reaccionar con los pigmentos o melanoidinas produciendo un “efecto
blanqueador” mediante la reduccién de la intensidad de color (McWeeny y col.,

1974 y Stadtman, 1948).
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Adicionalmente, los sulfitos presentan propiedades antimicrobianas. Las bacterias son
mas sensibles a los sulfitos que los mohos y levaduras, Los sulfitos actdan
principalmente a nivel de los enlaces disulfuro de amino4cidos azufrados ocasionando
cambios conformacionales en enzimas adem4&s de reaccionar con el ATP celular. Se
cree que también interaccionan con la membrana plasmatica bloqueando el
transporte celular, destruyen nutrimentos e inhiben la glicélisis y el metabolismo en

general (Ough, 1993).

La Food Drug Administration (FDA) ha propuesto 300 y 2000 ppm como niveles
méximos de sulfitos residuales en jugos de frutas y frutas deshidratadas,
respectivamente (Sapers, 1993), mientras que, de acuerdo al Reglamento de Bienes y
Servicios (1999), se permite un méximo de 100 ppm de sulfitos residuales en
productos de fruta.

Las muestras que contenfan inicialmente 200 ppm de sulfitos presentan una cantidad
residual de 100 ppm después de 2 meses de almacenamiento, mientras que para la
muestra con 400 ppm iniciales de SO,, se requieren aproximadamente 5 meses para

alcanzar los niveles permitidos por la legislacién mexicana.

Se conoce también que el diéxido de azufre puede afectar la calidad del producto en
cuanto al sabor, ya que puede proporcionar un sabor metélico y/o un olor pungente.
En concentraciones bajas, es probable que no se detecten dichas caracterfsticas, sin
embargo, el aditivo puede interactuar con los compuestos volitiles del alimento y
afectar el sabor.
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6.2.7 Acido ascérbico

El Acido ascérbico actGa como secuestrante de radicales libres previniendo la
oxidacién, y tiene la capacidad de combinarse con las quinonas producidas en la
reaccién de oscurecimiento enzimdtico, reduciéndolas a sus o-difenoles originales,
previniendo la subsecuente polimerizacién (Dondero y col., 1985). Adicionalmente,
se ha reportado que a concentraciones altas, es capaz de inhibir directamente a la

polifenoloxidasa.

El contenido de Acido ascérbico en fas muestras sin sulfitos (A2, A3 y A4) disminuyé
dristicamente, ya que a partir del segundo mes no fue posible detectarlo con el
método utilizado, sin embargo, en aquellas que contenfan metabisulfito de sodio
(A2M2, ASM2 y A4M2), el 4cido ascérbico fue disminuyendo més lentamente (figura
22),

Stadtman (1948) menciona que estudios realizados comprueban que el uso de SO,
disminuye la degradacién de 4cido ascérbico en jugos y concentrados de fruta. El
efecto anterior podria explicarse ya sea porque los sulfitos reaccionan mé4s ficilmente
con el oxfgeno molecular, o ya sea por la reaccién de la figura 23 en donde los
sulfitos impiden la degradacién del 4cido ascérbico el cual es muy inestable, se oxida
ripidamente formando Acido dehidroascérbico (1)., los sulfitos se combinan
ripidamente con el peréxido de hidrégeno producido en la reaccién evitando la
subsecuente oxidacién del acido dehidroascérbico (2). Adem4s, el diéxido de azufre
estabiliza el 4cido dehidroascérbico reaccionando con los enlaces ceténicos formando

Acido hidroxisulfénico (3) (Ouhg, 1993).
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Figura 22, Disminucidn de acido ascoérbico en pulpa de manzana
durante el almacenamiento
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Figura 23. Efecto antioxidante de los sulfitos sobre el 4cido ascérbico
Fuente: Ough, 1993.
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Adicionalmente, Wedzicha,(1984) reporté que los compuestos oxo-sulfurados
inactivan a la enzima ascorbato-oxidasa, responsable de la pérdida de 4cido ascérbico

en tejido macerado. Esta enzima est4 presente en la mayorfa de los tejidos vegetales.

Avena y Merson (1987) detectaron que la pérdida de 4cido ascérbico tiende a seguir
dos reacciones de primer orden consecutivas: la primera dependiente del oxigeno
disuelto en la pulpa, ésta prosigue hasta que el oxigeno disponible se agota; y la

segunda, sigue un mecanismo anaerdbico.

En este caso, se encontré un comportamiento similar (figura 24), en donde se
aprecian dos cinéticas de primer orden para cada concentracién de 4cido ascérbico.
La primera etapa se ubicé en las primeras 14 semanas, donde las constantes de
velocidad fueron 9.93, 7.96 y 7.65 x 102 dfas® para 200, 300 y 400 ppm
respectivamente, mientras que la segunda etapa fue mucho m4s ripida registrandose
constantes de velocidad de 73.29, 78.63 y 52,95 x 102 dias” para las mismas

concentraciones anteriormente mencionadas.

En las muestras con ambos aditivos, después de 3 meses, el 4cido ascérbico habfa
disminuido entre 56 y 58%, mientras que a los 5 meses la cantidad residual fue de

menos del 0.3% para 300 ppm y 3.3% para 400 ppm de vitamina C inicial.

Elguezabal y col. (1994), detectaron pérdidas entre 90 y 95% para pifia, parchita y
tamarindo conservadas por TFC. Por su parte, Rojas y col. (1991) reportaron 80%
de disminucién de Acido ascérbico para mango, ambos durante 6 meses de
almacenamiento. ' El 4cido ascérbico es muy susceptible de suftir deterioro quimico
debido a la temperatura, la concentracién de sales o azGcares, el pH, la

concentracién de oxigeno y la presencia de luz (Ulate y Veldzquez, 1994).
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Debido a la estricta legislacién en cuanto al uso de sulfitos en alimentos, una
alternativa que se manejado dentro de los Gitimos afios para inhibir el oscurecimiento
enzim&tico, es la utilizacién del 4cido ascérbico o sus derivados, sobre todo en
aquellos procesos donde no exista un tratamiento térmico o las condiciones

necesarias para eliminar una parte de los sulfitos adicionados.

Sin embargo, el 4cido ascérbico también est4 asociado a producir oscurecimiento de
tipo no enzimitico por si mismo. Se conoce que en presencia de oxigeno, el Acido
ascérbico tiende a formar compuestos dicarbonilicos e intermediarios similares a los
producidos en las reacciones de degradacién de azGcares (Maillard y caramelizacién)
como el furfural, etil-glioxal, L-xylosona, 3-deoxypentosona y 2-ceto-3-deoxi-L-
pentono-y-lactona. (McWeeny y col., 1974).

Como se explicé anteriormente, la degradacién de &cido ascérbico puede llevarse a
cabo en presencia de oxigeno y en condiciones anaer&bicas, ambas producen
compuestos precusores de pigmentos (Eskin, 1990). En presencia de oxigeno el
4cido ascérbico se transforma principalmente en hidroxifurfural, aunque se han
aislado 17 productos de degradacién incluyendo 4cido 2,3-dicetogulonico (3,4
enediol). Después de la degradacién aerébica, procede la anaerSbica en donde el
principal compuesto producido es el furfural (Eskin, 1990).

El pH es un factor importante en estas reacciones, segin Eskin (1990), el pH 4cido
favorece el oscurecimiento en jugos de frutas. Por ejemplo, pH de 3.4 en jugo de

naranja.
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Figura 24. Cinética de disminucién del AA en pulpa de manzana
durante el almacenamiento
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6.2.8 Acido citrico y sorbato de potasio

Aunque en este estudio no se determiné la variacién del acido citrico y sorbato de
potasio, cabe mencionar su funcionalidad y comportamiento quimico durante el

almacenamiento.

El 4cido cftrico cumple una doble funcién: disminuye el pH del medio e inhibe a la
polifenoloxidasa mediante el acomplejamiento de su grupo prostético, el cobre en el
sitio activo de la enzima (lyengar y McEvily, 1992). AdemA4s tiene un efecto

sinergistico con el 4cido ascérbico para inhibir el oscurecimiento.

El sorbato de potasio actGa contra hongos y levaduras principalmente, aunque
también tiene actividad bactericida en alimentos de humedad intermedia. Se ha
reportado la degradacién del 4cido sérbico durante el almacenamiento de frutas por
factores combinados, tal disminucién sigue una cinética de reaccién de primer orden,
y es fundamentalmente la auto-oxidacién del compuesto en solucién acuosa
producida por la cantidad de oxigeno presente, iones metilicos, luz, sales, pH,

material de empaque y temperatura. (Yanez y col., 1989; Gerschenson y col., 1986).

Un incremento en el pH disminuye la velocidad de degradacién en soluciones
acuosas, ya que el pKa del 4cido sérbico es de 4.76, por lo que se sugiere que
solamente las moléculas no disociadas son susceptibles a la degradacién (Rojas y col.,
1991; Sofos y Busta, 1993).

La combinacién de sorbato de potasio con acidificantes - en este caso 4cido citrico y

ascérbico -, mejoran la estabilidad de almacenamiento en productos de frutas (Alli y
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Kermasha, 1989). Adicionalmente, el efecto antimicrobiano del sorbato se incrementa

en presencia de ascorbato y didxido de azufre (Sofos y Busta, 1993).

6.3 ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Al no haber una norma especifica para purés o pulpas de frutas, se tomé como
referencia la NOM-093-SSA-1994 (Préacticas de higiene y sanidad en la preparacién
de alimentos que se ofrecen en establecimientos fijos), en donde se estipula para
salsas y purés cocidos maximo permisible de 5000 UFC/g de mesofilicos aerobios y
50 UFC/g de coliformes totales. Sin embargo, esta norma no establece un valor para

mohos y levaduras.

l.os resultados son expresados de acuerdo a la metodologfa utilizada. El valor més
pequefic que puede detectarse es la presencia de una colonia en la dilucién 10", por

lo que, el valor de <10 UFC/g, indica la ausencia de colonias en dicha dilucién.

Se observé un aumento de mesofilicos aerobios y mohos y levaduras, sobre todo en
las muestras que carecen de uno o dos factores presentes en otras formulaciones, lo
cual corrobera la importancia de la interaccién de todos los factores utilizados, asi

como de los niveles de uso aplicados (tabla 14).

La interaccién de la reduccién de la aw y la disminucién del pH es importante ya que
la estabilidad microbiolégica est4 muy relacionada con la cantidad de agua disponible
en el alimento, asf como del pH del medio. Por ejemplo, si se reduce el pH por
debajo del éptimo de crecimiento, se puede incrementar el aw minima requerida

para evitar la proliferacién microbiana (Alzamora, 1997).
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obtuvieron cuentas microbianas de riesgo.
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Por lo tanto se puede decir que las diez formulaciones estudiadas fueron estables

microbiolégicamente durante el almacenamiento, ya que en ninguno de los casos se

Tabla 14. An4lisis microbiol6gicos iniciales y finales de pulpa de manzana conservada

mediante factores combinados

ANALISIS INICIAL FINAL
[Mesofilicos Mohos y Levaduras | Mesofilicos Mohos y Levaduras
Muestra (UFC/e) (UFC/g) (UFC/Q (UFC/g)
540 20 20 100 50
A2 20 20 50 <10
A3 <10 <10 60 20
A4 <10 <10 60 <10
Ml <10 <10 40 <10
M2 <10 20 30 <10
M3 <10 <10 30 <10
A2M2 20 <10 60 20
A3M2 <10 <10 30 <10
A4M2 <10 <10 20 <10
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6.4 ANALISIS ESTADISTICO DEL COLOR

Después de analizar los resultados fisicoquimicos, los comportamientos de todas las
formulaciones se observaron muy similares. En cuanto a los anélisis microbiolégicos,
podemos decir que todos los tratamientos son efectivos para mantener la estabilidad
microbiolégica de las muestras, ya que se conservan dentro de los parimetros
aceptados por la norma. Sin embargo, uno de los factores mis importantes para
determinar la calidad y la aceptacién de una pulpa de manzana es el aspecto
sensorial, que en este caso, fue determinado por la variacién del color de las distintas

formulaciones a lo largo del almacenamiento.

El cambio de color fue analizado utilizando el sistema CIELAB, en donde a partir de
los valores obtenidos en un colorfmetro Hunter en coordenadas rectangulares (L, a,
b), se calculan los valores en coordenadas cilindricas: L (luminosidad), C
(cromaticidad) y H (tonalidad), Calvo y Duran (1997).

La luminosidad indica la oscuridad o claridad de una muestra, a mayor valor L, la
pulpa es mas clara. La cromaticidad, también llamada saturacién, esti determinada
s6lo por los valores ay be indica la intensidad del color de la muestra, a mayor valor
de C, el color presenta mayor saturacién. La tonalidad define a la gama de colores
involucrados en el sistema y corresponde al valor del 4ngulo en coordenadas polares.
Para los valores de 0, 90, 180 y 270 corresponden los colores rojo, amarillo, verde y

azul respectivamente.

Los parimetros en coordenadas cilindricas fueron analizados mediante anilisis de
varianza (ANOVA) de tres factores (formulacién, mes y repeticién) y posteriormente
se aplicé el Método de la Minima Diferencia Significativa (LSD).
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La disminucién de la luminosidad es indicativo de la existencia de oscurecimiento
(Martin y col., 1994). La luminosidad de todas las muestras fue disminuyendo a lo
largo del almacenamiento (figura 25), aunque en algunas se observé un decremento

mayor gue en otras (tabla 15),

Para los datos de luminosidad, no se observé diferencia significativa entre la muestra
control (S40) y aquellas que contenfan las combinaciones de 4cido ascérbico (AA) y
metabisulfito de sodio {(MBS). Por el contrario dicha diferencia se encontré entre las
pulpas que contenfan solamente AA y el resto de las formulaciones, en donde la
disminucién de luminosidad fue mayor. Por otra parte, la muestra que contenfan 100
de MBS también present6 diferencia significativa tanto con las muestras con AA como

con aquellas que contenfan ambos aditivos (Anexo II).
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Figura 25. Comportamiento promedio de la luminosidad de pulpa de
manzana durante el almacenamiento
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Tabla 15, Luminosidad de pulpa de manzana durante el almacenamiento

meses,
Muestras 1 2 3 4 5 6
$S40 42.30 38.75 39.55 39.35 37.80 36.40
A2 40.50 37.20 38.45 37.95 37.10 35.35
A3 41.00 37.10 37.55 36.65 35.00 33.75
As 42,50 37.75 37.35 36.95 35.90 33.80
M1 40.90 37.65 40.05 39.95 36.85 37.15
M2 41.70 39.60 40.55 40.15 38.95 37.25
M3 42.90 39.10 38.60 41.25 36.90 37.30
A2M2 42.10 39.75 39.75 40.70 38.30 37.20
A3M2 42.40 39.90 40.35 41,20 39.40 37.95
AdM2 41.50 38.10 39.90 40.70 38.05 38.80
* |a desviacion estandar total de Ias determinaciones por duplicado fue <4 = 0.9
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En cuanto a los datos de cromaticidad, la variacién para S40 fue ligera a lo largo del
almacenamiento. Pero para las muestras que contenfan AA, los valores fueron
aumentando originando una intensidad de color mayor con respecto al control. Las
formulaciones con AA y MBS presentaron una disminucién sélo en los dGltimos dos
meses con valores por debajo de los de la muestra S40. En cambio las muestras con
100, 200 y 300 ppm de sulfitos tuvieron resultados de saturacién mencres que S40 a

partir del tercer mes, indicando as{ una menor intensidad del color (tabla 16, figura

26).

Para los valores de cromaticidad, de acuerdo al Anexo Ill, no se observé diferencia

significativa entre las muestras que contenfan MBS (M1, M2 y M3).

Las formulaciones A2, A3, A2M2, A3M2 y A4M2 no presentaron diferencia
significativa entre ellas, sin embargo tuvieron una cromaticidad mayor que la muestra

de referencia (S40).

La formulacién A4 presents los valores més altos de C, aunque no tuvo diferencia
significativa con A2, A3 y ASM2, De esta forma, el color m4s intenso de las muestras
se registré para la formulacién con 400 ppm de 4cido ascérbico, demostrandose que
a estos niveles, en lugar de favorecer la conservacién del color, se produce un color

m4s intenso, lo cual se relaciona de cierta manera con una coloracién mAs oscura.
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Tabla 16. Cromaticidad de pulpa de manzana durante el almacenamiento

tlempo (meses)
Muestras 1 2 3 4 5 6
540 14.01 12.96 11.65 12.01 12.80 12,24
A2 15.64 12.44 13.76 13.62 12.66 12.96
A3 16.16 12.81 13.78 13.85 12.28 12.79
A4 16.66 13.63 13.78 14.96 14.59 13.57
M1 14.69 9.73 11.96 10.74 8.22 8.53
M2 15.16 12.04 12,22 10.75 9.40 7.44
M3 16.50 10.83 10.00 11.87 8.85 7.13
A2M2 12.22 13.96 14.08 14.27 11.47 8.51
A3M2 172.31 14.10 14.14 14.90 12.40 9.89
A4M2 16.11 12.32 13.91 14.53 11.60 11.29
* La desviacion estdndar total de las determinaciones por duplicado fue < 6 = 1.2

Figura 26. Comportamiento promedio de la cromaticidad de pulpa de
manzana durante el aimacenamiento
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De acuerdo al Anexo IV, no existe diferencia significativa en la tonalidad de la
muestra control y las muestras que contienen AA, sus valores son menores que los de
las muestras con MBS, Al ser m4s cercanos a 90°, indican que el tono que presentan
es amarillo-rojizo. Mientras los valores se aproximen hacia 0°, la tonalidad roja influye
en el color total de la muestra manifestindose como pardeamiento, en este caso con
una coloracién amarilla mis oscura (Calvo y Durin, 1997). La disminucién de
tonalidad se manifesté principalmente en los Gltimos 3 meses de almacenamiento
produciendo un oscurecimiento no deseable en el producto. El color observado en

estas muestras era amarillo ocre, ligeramente café.

Por el contrario, las muestras con AA si presentaron diferencia significativa con las
formulaciones que contenfan sulfitos, los valores de éstas Gltimas se registraron
alrededor de 120° (m4s cercanos a 180°), lo que corresponde a una tonalidad verde.

Su color era claro, tipico de pulpa de manzana fresca.
En la figura 27 se muestra la tonalidad promedio de las pulpas de manzana con y sin

sulfitos, en donde se aprecia claramente la diferencia entre las muestras.

Los datos a detalle se muestran en la tabla 17.
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Figura 27. Tonalidad de pulpas de manzana durante
el almacenamiento
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Tabla 17. Tonalidad de pulpa de manzana durante el almacenamiento
tiempo (meses)
Muostres 1 3 4 6
540 109.60 115.68 115.68 100.80 96.81
A2 112.96 118.32 118.32 103.37 98.88
A3 111.80 113.46 113.46 100.82 96.74
Al 113.33 112.43 112.43 98.46 93.38
M1 119.36 126.22 126.22 122.06 119.87
M2 117.92 125.54 125.54 121.69 119.84
M3 116.25 127.87 127.87 121.21 125.58
A2M2 116.57 122.27 122.27 118.45 121.54
A3M2 117.90 122.85 122.85 118.03 120.72
AdM2 118.16 126.92 126.92 121.07 116.00
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Con base en los andlisis de color, el AA no produce efectos positivos en la
conservacién del color en la pulpa de manzana, por el contrario, disminuye su
luminosidad y no presenta diferencia significativa en cuanto a la tonalidad con
respecto a fa muestra control (S40). Aunque cabe mencionar que si se aprecia
diferencia en tonalidad entre 200 y 400 ppm de AA, en donde la muestra con 400

ppm results tener el color mas obscuro.

Esto puede deberse a que, el AA es muy inestable y por lo general se encuentra en
forma de 4cido dehidroascérbico, el cual puede degradarse produciendo furfural de
acuerdo al punto 6.2.7. Ademéis el 4cido ascérbico es menos especifico en
comparacién con los sulfitos, y por lo tanto, penetra insuficientemente en la matriz

celular de la fruta (lyengar y McEvily, 1992).

El 4cido ascérbico por su naturaleza quimica puede sufrir también Degradacién de
Strecker como los azdcares reductores, formando compuestos reductores esenciales

para la formacién de pigmentos (aldehidos, aminocetonas).

El MBS produjo una luminosidad similar a la muestra control, pero su efecto fue més
notorio en la disminucién de la cromaticidad y la tonalidad, traduciéndose en una
coloracién mucho méas clara de las formulaciones que contenfan sulfitos en
comparacién con las que no tenfan dicho aditivo. De hecho, se percibié un “efecto

blanqueador” y una apariencia de mayor frescura de las muestras.

En general, las muestras que no contenfan MBS, se oscurecieron a lo largo del
almacenamiento. Es poco probable pensar en la reactivacién de la actividad
enzim4tica, ya que la PPO adem4s de haber sufrido desnaturalizacién por tratamiento

térmico, el pH del sistema es muy bajo para que actGe sobre los sustratos.
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Por otro lado, el oscurecimiento no enzimético es mas factible. Aunque la reaccién
de Maillard no se favorece por las condiciones presentes en las pulpas (pH bajo,
temperatura ambiente, bajo contenido de proteinas y/o amino4cidos), es posible que
se lleve a cabo. A pH'’s bajos se favorece la produccién del compuesto de Amadori

via bases de Schiff y posteriormente la formacién del intermediario 1-2 eneaminol
para producir 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) (Eskin, 1990).

Para la formacién de los intermediarios implicados en la produccién de furfural y 5-
HMF no es necesario contar con aminoicidos, ya que pueden producirse como
resultado de deshidrataciones subsecuentes como en el proceso de la caramelizacién.
Al aplicar el tratamiento térmico, no se utilizaron condiciones tan dristicas para
alcanzar el punto de fusién de los az(cares y desencadenar un oscurecimiento
inminente, sin embargo, la energia de activacién y por tanto la reactividad de las
moléculas se incrementd, con el tiempo de almacenamiento, la cantidad de agua y los
ingredientes de la pulpa, es muy probable que después de las isomerizaciones de los
aztcares (transormacién de Lobry de Bruyn-Alberda van Eckenstein), se hayan
producido deshidrataciones de una manera mé&s lenta dando como resultado los

mismos precusores necesarios para la formacién de las melanoidinas.

Aunque la muestra M3 (300 ppm de sulfitos) tuvo los valores de tonalidad més altos,
se recomienda. utilizar la formulacién M1 (100 ppm), ya que se apega a la legislacién
mexicana sobre el uso de sulfitos desde la concentracién inicial, eliminando el factor
del tiempo de almacenamiento que se necesite para obtener la concentracién méxima
permisible en el producto. Ademss, M] presenta el mismo efecto que las
concentraciones de 200 y 300 ppm puesto que no existe diferencia significativa a un

nivel del 95% de confianza.
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La combinacién de AA y MBS en los niveles mé4s bajos de estudio (A2M2) produce
una pulpa con caracteristicas similares de luminosidad, pero tonalidades mucho més
claras e intensidad de color menores que {a muestra control. Es muy probable que
ambos aditivos actGen de manera sinérgica en la estabilidad de la pulpa y la
conservacién del color, adem4s de que se previene la oxidacién del 4cido ascérbico

de manera importante.
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CONCLUSIONES

Es posible obtener pulpa de manzana estable fisicoquimica y
microbiolégicamente por lo menos durante 6 meses a temperatura ambiente

mediante la Tecnologia de factores combinados.

Se comprobé el comportamiento de una cinética de degradacién de primer
orden para sulfitos; en donde su disminucién durante el almacenamiento

depende de la concentracién inicial adicionada.

El uso de A4cido ascérbico en las formulaciones propuestas genera
oscurecimiento no enzimitico. A concentraciones de 400 ppm produce un

oscurecimiento mayor que el de la muestra control.

El metabisulfito de sodio fue eficaz en la inhibicién del oscurecimiento en
pulpa de manzana estabilizada por factores combinados, en concentraciones
de 100, 200 y 300 ppm de sulfitos adicionados en presencia de 4cido citrico y

sorbato de potasio.

Se recomienda utilizar tanto la formulacién M1 (100 ppm sulfitos) como ia
formulacién A2ZM2 (200 ppm de 4Acido ascérbico + 200 ppm de sulfitos) por
ser aquellas en donde se logré de mejor manera la conservacién del color de
una pulpa de manzana minimamente procesada. Ademis en A2M2 se
aprovecha el sinergismo entre ambos aditivos en lo que se refiere al efecto
antioxidante, conservador y el control del oscurecimiento enzim&tico y no

enzimético.
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ANEXO |

FORMULAS PARA LA DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES EN PULPA DE FRUTAS
BASADO EN EL METODO LANE-EYNON (31.034 A.O.A.C., 1990)

AzGcares reductores directos:

% ARD= 0.05 xVolumen final de aforo (mL}x 100
Peso muestra (g) x Volumen gastado(mL)
AzGcares reductores totales:

% ART= _0.05 x Volumen de afo L) x diluci6é L) 00
Peso muestra (g) x Volumen gastado (mL.)

Si Vol. Final de aforo = 250 mL, entonces:

% ARD= 1250 % ART= 6250
PxV : PxV

Sacarosa:

% sacarosa= (% ART - % ARD) x 0.95

AzGcares Totales en Pulpa:

% AT= % ARD + % sacarosa
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ANEXO I}

ANALISIS ESTADISTICO DE LUMINOSIDAD EN PULPAS DE MANZANA

Tabla 2a. Analysis of Varianza. Pardmetro LUMINOSIDAD — Tipo III. Suma de cuadrados

Fuente de variacién Suma de cuadrados g.l. Cuadrado medio Valor F Nivel sig.

EFECTO ’
A:L.FORMULA 137.10533 9 15.233926 19.034 0.0000
B:L.MES 315.52067 S 63.104133 78.845 0.0000
C:L.RE 0.32033 1 0.320333 0.400 0.5351

RESIDUAL 83.237333 104 0.8003590

TOTAL (CORREGIDO) 536.18367 118

0 missing values have been excluded.
All F-ratios are based on the residual mean square error.
Fteo= 1.98

Tabia 2b. Anélisis de rangos miltiples para pardmetro LUMINOSIDAD por FORMULA.

Método: 95 porciento DMS

Nivel Cuenta .Promedio DM Grupos homogéneos
A3 12 36.841667 > 4

Al 12 37.375000 X%

A2 12 37.841667 X

ML 12 3B.758333 X
M3 12 39.341667 XX
AdM2 12 39.508333 XX
540 12 39.583333 XX
A2M2 12 39.633333 XX
M2 12 39.700000 XX
A3M2 12 40.133333 X
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Tabla 2c. Andlisis de rangos multiples para LUMINOSIDAD por MES.

Método: 95 porciento DMS

Nivel Cuenta Promedio DM Grupos homogéneos
6 20 36.545000 X

5 20 37.760000 X

2 20 38.450000 X

3 20 39.210000 X

4 20 39.485000 X

1 20 41.780000 X

Tabla 2d. Anélisis de rangos miiltiples para LUMINOSIDAD por REPETICION.

Método: 95 porciento DMS

Nivel Cuenta Promedio DM Grupos homogéneos
1 60 38.820000 X
2 60 38.923333 . X
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ESTABILIZACION DE PULPA DE MANZANA MEDIANTE FACTORES COMBINADOS

ANEXO 111

ANALISIS ESTADISTICO DE CROMATICIDAD EN PULPAS DE MANZANA

Tabla 3a. Analysis of Varianza. Pardmetro CROMATICIDAD — Tipo 111, Suma de cuadrados

Fuente de variacién

Suma de cuadrados g.l. Cuadrado medio Valor F Nivel sig.

EFECTO
A:SS.FORMULA 212.48000 9 23.608889 17.818 0.0000
B:SS.MES 367.91667 S 73.5683333 55.533 0.0000
C:SS.RE 0.14700 1 0.147000 0.111 0.7433

RESIDUAL 137.80300 104 1.3250288

TOTAL {(CORREGIDO) 718.34667 119

0 missing values have been excluded.
All F-ratios are based on the residual mean square error,

Fteo= 1.598

Tabla 3b. Andlisis de rangos miiltiples para pardmetro CROMATICIDAD por FORMULA.

Método: 95 porciento DMS

Nivel Cuenta Promedio DM Grupos homogénecs
M1 12 10.558333 X

M3 12 10.650000 X
M2 12 11.183333 XX
540 12 12.108333 X
A4M2 12 13.141667 X
A2M2 12 13.275000 X
A2 12 13.541667 XX
A3 12 13.625000 XX
A3M2 12 13.841667 XX
Ad 12 14.408333 X
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Tabla 3c. Andlisis de rangos miiltiples para TONALIDAD por MES,

Método: 95 poxciento DMS
Nivel Cuenta Promedioc DM Grupos homogéneos
6 20 10.430000 X
5 20 11.165000 X
2 20 12.195000
3 20 12.935000
4 20 13.150000
1 20 15.925000

Tabla 3d. Anjlisis de rangos miiitiples para TONALIDAD por RESPUESTA.

Método: 95 porciento DMS

Nivel Cuenta Promedio DM Grupos homogéneos
1 60 12.598333 X
2 60 12.668333 X
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ANEXO IV

ANALISIS ESTADISTICO DE TONALIDAD EN PULPAS DE MANZANA

‘Tabla 4a. Analysis of Varianza, Pardmetro TONALIDAD - Tipo III. Suma de cuadrados

Fuente de variacién Suma de cuadrados g.l. Cuadrado medio Valor F Nivel sig.

EFECTO
A:H.FORMULA 8862.1383 9 984.68204 47.780 0.0000
B:H.MES 1312.5137 5 262.50273 12.738 0.0000
C:H.RE 0.3630 1 0.36300 0.018 0.8961

RESIDUAL 2143.2917 104 20.608574

TOTAL {(CORREGIDO) 12318.307 119

0 miasing values have been excluded.
All F-ratios are based on the residual mean square error.
Fteo= 1.98

Tabla 4b. Andlisis de rangos miiitiples para pardmetro TONALIDAD por FORMULA,

Método: 95 porciento DMS

Nivel Cuenta Promedio DM Grupos homogéneos
A4 12 103.35000 X
A3 12 104.54167 XX
sS40 12 104.84167 XX
A2 12 107.57500 X
A3M2 12 120.44167 X
A4M2 12 121.25833 X
AZM2 12 121.38333 X
M2 12 122.00000 XX
M1l 12 123.37500 XX
M3 12 125.40000 X

95




ANEXODS E.STABILIZAGION DE PULPA DE MANZANA MEDIANTE FACTORES COMBINADOS

Tabla 4c. Andiisis de rangos mitiples para TONALIDAD por MES.

Método: 95 porciento DMS

Nivel Cuenta Promedio DM Grupos homogéneos
6 20 110.93500 X

4 20 112.57500 XX

5 20 115.01500 XX

1 20 115.38500 XX

3 20 117.39500 X

2 20 121.19500 X

Tabla 4d. Andlisis de rangos miitiples para TONALIDAD por RESPUESTA.

Método: 95 porciento DMS

Nivel Cuenta Promedio DM Grupos homogéneos
2 60 115.36167 X
1 60 115.47167 X
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