UNIVERSIDAD AUSTRAL DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA DE INGENIERIA EN ALIMENTOS

Estudio de la Viabilidad de Lactobacillus casei
en Jugo de Pera

Tesis presentada como parte de los
requisitos para optar al grado de
Licenciado en Ciencias de los
Alimentos

Ana Odette Vergara Sobarzo

VALDIVIA — CHILE
2007



PROFESOR PATROCINANTE:

FERNANDO FIGUEROLA RIVAS:

Ingeniero Agronomo

M. S. Food Science

Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos

PROFESOR COPATROCINANTE:

BERNARDO CARRILLO LOPEZ:
Ingeniero Agrbnomo
Master en Ciencia e Ingenieria en alimentos

Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos

PROFESOR INFORMANTE:

HAROLDO MAGARINOS HAWKINS:

Técnico en Lecheria

Magister en Ciencia y Tecnologia de la leche
Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos




A mis padres



AGRADECIMIENTOS

A mis padres y toda mi familia por su apoyo en el desarrollo de toda mi carrera.

A mis profesores y la escuela de Ingenieria en Alimentos por todo su respaldo

durante mi estadia en la Universidad.

A mis compafieros y amigos con los que comparti alegrias y penas.

A todos quienes de alguna u otra forma hicieron posible que completara mi

formacion profesional.

Finalmente a todos quienes me cuidaron, me sostuvieron y protegieron en los

momentos dificiles que me toco vivir.



INDICE DE MATERIAS

Capitulo Pagina
1 INTRODUCCION 1
2 REVISION BIBLIOGRAFICA 3
2.1 Probidtico 3
2.2 Caracteristica de la cepa probiética 3
2.3 Viabilidad y estabilidad de la cepa 4
2.4 Mecanismo de accion de la bacterias acido lacticas 5
2.5 Lactobacillus casei 6
2.6 Jugo de pera como materia prima 9
3 MATERIAL Y METODO 10
3.1 Materiales 10
3.1.1 Materia prima 10
3.1.2 Insumos microbiolégicos 10
3.1.3 Insumos quimicos 10
3.14 Instrumentos y utensilios 10
3.2 Lugar de ensayo 10
3.3 Metodologia 10
3.3.1 Proceso de activacion e inoculacion de L. casei al jugo de

pera 11
3.4 Determinaciones analiticas 11
34.1 Determinacion de pH 11
3.4.2 Determinacion de acidez 11

3.4.3 Cuantificacion de L. casei en jugo de pera 11



3.4.3.1
3.4.3.2
3.4.3.3

3.4.4
3.5

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.6.1
4.6.2
4.7

Preparacion de agar MRS

Preparacion de agua peptonada

Diluciones seriadas e inoculo de L. casei en placa Petri para

recuento microbioldgico
Andlisis sensorial

Disefio experimental

PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS
Jugo y sus caracteristicas

Cinética de crecimiento

Comportamiento de pH

Relacién viabilidad — comportamiento de pH
Comportamiento de acidez

Analisis sensorial

Grado de acidez

Aceptacion general

Relacion aceptacion y grado de acidez

CONCLUSIONES

RESUMEN

BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

13
13

14
17
17

19
19
19
22
23
23
25
25
27
27

28

29

31

38



INDICE DE CUADROS

Cuadro Pagina
1 Beneficios de probidticos
2 Taxonomia de L. casei 8
3 Disefio experimental 18
4 Especificacion del jugo de pera comercial 19
5 Comportamiento de pH , acidez y recuento microbiolégico en
el jugo de pera durante el periodo de almacenamiento 21
6 Evaluacion entregada por los panelistas para aceptacion y

acidez del jugo de pera durante el periodo de

almacenamiento 25



Figura

10

INDICE DE FIGURAS

Diagrama de flujo para la activacion e inoculo de L. casei
Jugo de pera inoculado con L. casei, almacenado a
temperatura ambiente

Metodologia de siembra en placa Petri

Recuento de L. casei mediante diluciones seriadas

(a) Colonias caracteristicas de L. casei en placa Petri, (b)L.
casei observado en el microscopio

Cinética de crecimiento de L. casei en jugo de pera obtenida
mediante recuento viable sobre agar MRS

Comportamiento de PH en jugo de pera con L. casei
almacenado durante 23 dias a temperatura ambiente variable
Comportamiento de la acidez expresada como % de acido
malico en jugo de pera con L. casei almacenado durante 23
dias a temperatura ambiente variable

Calificacion otorgada por los panelistas para el grado de
acidez segun escala no estructurada de 150 mm

Calificacion otorgada por los panelistas para el grado de
aceptacion general segun escala heddnica de 9 puntos

Pagina

12

13

15

16

20

21

22

24

26

27



Anexo

3.1

4.1

5.1

6.1

INDICE DE ANEXOS

Ficha para escala heddnica

Planilla de evaluacion de acidez sensorial

Recuento de L. casei en el jugo de pera durante el periodo de
almacenamiento

Andlisis estadistico para recuento de L. casei en funcion del
tiempo

Evaluacion de pH del jugo de pera durante el periodo de
almacenamiento

Andlisis estadisticos para pH en funcion del tiempo
Evaluacion de acidez del jugo de pera durante el periodo de
almacenamiento

Andlisis estadistico para acidez en funcién del tiempo
Puntuacion grado de acidez entregado por los panelistas
Andlisis estadistico para grado de acidez sensorial en funcién
del tiempo

Puntuacion aceptacion general por los panelistas

Andlisis estadistico para grado de aceptacién general en

funcion del tiempo

Pagina

39
40

41

42

43
44

45
46

47

48
49

50



1. INTRODUCCION

En estos ultimos afios se han llevado a cabo muchos estudios centrados en
como introducir especies bacterianas beneficiosas dentro del tracto
gastrointestinal, para reestablecer el equilibrio microbiano y prevenir
enfermedades, surge asi el interés por la incorporacion de microorganismos
probioticos como ingrediente funcional a diversos alimentos. Para que se
produzca el efecto beneficioso estos microorganismos deben encontrarse en

altas cantidades y activos al momento de ser ingeridos.

Entre los microorganismos mas utilizados con este fin se encuentran algunos de
los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, a los cuales se les atribuyen
efectos beneficiosos sobre la salud del huésped, que incluyen mejoras en el
balance de la microflora intestinal, reduccion del colesterol sanguineo, actividad

antitumoral e incremento en la respuesta inmune entre otros.

Los alimentos mas usados como vehiculos de microorganismos probidticos son
los productos lacteos, por lo cual diversas investigaciones centran su interés en
la incorporacion de estos organismos al yogurt, queso, postres y leche
saborizada. Sin embargo, el contenido de colesterol puede ser una desventaja
relacionada con su consumo. Se ha sugerido que el jugo de fruta podria servir

como un medio adecuado para cultivar microorganismos probioticos.

Debido a que no se encuentran en el mercado jugos de frutas como alimentos
probidticos, la incorporacion de microorganismos a estos productos presenta
una atractiva y accesible fuente tanto de nutrientes como agentes beneficiosos,

por lo tanto, una alternativa de desarrollo de nuevos productos.



Hipdtesis:
La hipotesis de este trabajo es que la viabilidad de Lactobacillus casei en jugo

de pera permite su uso como microorganismo probidtico en este sustrato.

Obijetivo general

Estudiar la viabilidad de Lactobacillus casei en jugo de pera esterilizado, larga

vida, de una marca comercial.

Obijetivos especificos

e Obtener las curvas cinéticas de crecimiento y destruccién de Lactobacillus
casei en el jugo de pera.

e Conocer el comportamiento del pH en el jugo de pera durante el tiempo de
estudio.

e Conocer el comportamiento de la acidez en el jugo de pera durante el tiempo
de estudio.

e Evaluar la aceptacion sensorial general del jugo de pera durante el tiempo

de estudio.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Probidtico

El interés cientifico por las bacterias como agente protector frente a diferentes
enfermedades surge de la observacion de el bidlogo Elie Metchnikoff, quien a
principio del siglo XX remarco la longevidad y buena salud de los campesinos
bualgaros que consumian grandes cantidades de yogurt. Propuso que el
consumo regular de bacterias no patégenas ayudaba a mantener una flora
intestinal saludable y que ese equilibrio entre bacterias patdgenas y no
patdégenas era benéfico para la salud (ALVAREZ Y OBERHELMAN, 2001).

Los probidticos son aquellos microorganismos vivos que, al ser agregados
como suplemento en la dieta, afectan en forma beneficiosa al desarrollo de la
flora microbiana en el intestino (FULLER, 1989). Ademdas, estimulan las
funciones protectoras del sistema digestivo. Son también conocidos como
bioterapéuticos, bioprotectores o bioprofilacticos y se utilizan para prevenir las

infecciones entéricas y gastrointestinales (PENNA, 1998).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) define probidtico como “Microorganismos vivos que ejercen una accion
benéfica sobre la salud del huésped al ser administrados en cantidades
adecuadas (FAO, 2002).

2.2 Caracteristicas de la cepa probiética
Ouwehand et al., citado por HELLER (2001), sefiala que una cepa probibtica
potencialmente acertada debe tener varias caracteristicas deseables para poder

ejercer sus efectos beneficiosos, SALMINEN et al., (1998), propuso las:



caracteristicas que debian tener los microorganismos usados como probidticos

y se resumen en los siguientes puntos:

e Origen humano, ya que algunos de los efectos sobre la salud pueden ser
dependientes de la especie.

¢ Resistentes al acido y bilis, al menos temporalmente, para poder colonizar el
tracto intestinal por via oral.

e Presentar mecanismos de adherencia a la superficie epitelial y persistencia
en el tracto gastrointestinal humano.

e Ser antagonistas de microorganismos perjudiciales por la produccion de
alguna sustancia antimicrobiana o por competencia.

e Ser inocuos para el consumo humano y tener validados clinicamente sus
efectos sobre la salud.

e Ser resistente a antibiéticos (TUOMOLA et al., 2001).

Otros autores plantean que las caracteristicas de la cepa probibtica propuestas
anteriormente son solo las deseables en cuanto a las propiedades relacionadas
con la salud. Si se refiriera a las caracteristicas desde el punto de vista
industrial, habria que ampliar éstas a la capacidad para mantener la viabilidad y
el mantenimiento de sus propiedades tras el procesado y almacenamiento del
alimento (GARCIA et al., 2003; TEITELBAUM y WALKER, 2002).

2.3 Viabilidad y la estabilidad de la cepa

Varios factores influencian la viabilidad de las bacterias probiético &cido lacticas
ya sea en yogurt y otros fermentos lacteos. Estos factores incluyen las cepas
usadas, las interacciones entre especie, el pH, la temperatura y condicién de
almacenamiento, la presencia de inhibidores microbianos en la matriz del
alimento (cloruro de sodio y peréxido de hidrégeno, etc.). También la
composicion quimica del medio de la fermentacién para el crecimiento (por
ejemplo la fuente de carbohidratos, contenido de sélidos en la leche,

disponibilidad de nutrientes y promotores del crecimiento, contenido en oxigeno



disuelto), las condiciones de cultivacion (por ejemplo, nivel de inoculacién,
temperatura de incubacion, tiempo de fermentacién), acidez final, etc. (LUC DE
VUYST, 2000; VINDEROLA et al., 2000;KRISTO et al., 2003).

Otros factores que pueden afectar la viabilidad de los microorganismos son
tratamientos térmicos, homogeneizacion, y envasado. La viabilidad de
Lactobacillus y de Bifidobacterium disminuye drasticamente durante la
refrigeracion, almacenaje y transporte. Esto puede dar lugar a nUmeros bajos
de células vivas al acercarse la fecha de vencimiento del producto (LUC DE
VUYST, 2000).

Para que el producto probiético a la hora de ser consumido pueda realizar
beneficios para la salud debe disponer de una concentracién minima de 10°
células viables por mililitro o gramo del producto (SHAH et al., 1995; SHAH,
2001; LUC DE VUYST, 2000).

2.4 Mecanismo de accion de las Bacterias acido lacticas

Savard et al., citado por KAROVIEOVA y KOHAJDOVA (2003) sefiala que las
bacterias acido lacticas tienen efectos inhibitorios fuertes en el crecimiento y la
produccion de la toxina de otras bacterias. Esta actividad antagénica puede ser

el resultado de la competicion por los alimentos disponibles.

Los nutrientes estdn en cantidades limitada en el intestino, si las bacterias
beneficiosas consumen estos nutrientes necesarios para el desarrollo del

agente patégeno, limitan asi su proliferacion (FUMAROLA et al., 1999).

Los microorganismos probiéticos compiten con los patdégenos no sélo por los
nutrientes, sino que ademas por el espacio fisico. Algunas bacterias pueden
inhibir la adherencia de los agentes patdogenos a los sitios receptores por un

mecanismo de bloqueo especifico del receptor por lo que se produce una



prevencion de la colonizacién de microorganismos patdgenos por inhibicién

competitiva en los lugares de adhesion (SHAH, 2001).

Por otro lado, los probiéticos producen numerosas sustancias antimicrobianas
especificas, como peroxido de hidrogeno, éacido lactico (Bifidobacterium,
Lactobacillus, Streptococcus), por lo que reduce el pH, se considera el principal
mecanismo por el cual las bacterias lacticas inhiben el crecimiento de diferentes
bacterias patégenas como E. Coli, Streptococucus Yy Salmonellas (FONS,
2000).

MEYDANI (2002), realizaron estudios en animales y humanos, indicando que
las bacterias lacticas incrementan la resistencia al organismo en las
enfermedades del sistema inmunitario, aumentando la actividad fagocitica y la
produccion de anticuerpos, ademas sefala que no se sabe con exactitud el
mecanismo antitumoral de los prebidticos y que algunos estudios han
demostrado la capacidad de cepas probiéticas de producir una disminucion de
la actividad enzimético de la B - glucoronidasa y la B - glucosidasa, asociada

con la sintesis de procancinogenicos.

Muchos estudios se han realizado tanto en humanos como en animales
enfocandose a los beneficios que aportan las cepas probidticas al ser ingeridas
por via oral, algunos de estos estudios se indican en el CUADRO 1.

2.5 Lactobacillus casei

Kandler y Weiss , citado por JOIN GENOME INSTITUTE /JGI (2004) sefala que
Lactobacillus casei es gram (+), anaerébicamente facultativa, no esporulada,
industrialmente importante como bacteria acido lactica. Ademas, es tolerante al
acido, posee un metabolismo estrictamente fermentativo, siendo el &cido

lactico el principal producto metabdlico, para su crecimiento requiere la



riboflavina, el acido félico, el pantotenato del calcio, y nacian como factor de
crecimiento (MORI et al., 1997).

CUADRO 1. Beneficios de probidticos.

Efectos reportados Cepa probidtica Referencia

Wang et al., 2004

L, . ) . . Galpin et al., 2005
Prevencion y tratamiento | Lactobacillus acidophilus

de diarreas como bacill Sheu et al., 2006
helicobacter pylori e Lactobacillus GG

) _ Seppo et al., 2004
infecciones intestinales Lactobacillus casei

Pessi et al., 1998
Pedone et al .,2002

Prevencion del colesterol | Lactobacillus acidophilus | Greany et al., 2004

Wollowski et al., 2001

Prevencion de cancer de | Lactobacillus spp Prieto et al.. 2002

colon vy reduccion de : ’

UMores Lactobacillus rhamnosus | asp y Akazan 1992
Lactobacillus casei

Efecto moduladores Lactobacillus casei Maldonado y

sobre el sistema inmune Perdigon 2006

COLLING et al., (1989), sefiala que L. casei es una especie notablemente
adaptable, se puede aislar de los productos céarneos, fermentados lacteos,
productos vegetales frescos y fermentados, y del tracto intestinal de seres

humanos y animales.

AXELSSON (1998) destaca que dentro del género Lactobacillus, L. casei forma
parte del grupo de las especies facultativas heterofermentativos, que producen
el acido lactico a partir de las hexosas mediante la via de Embden-Meyerhof y

a partir de pentosas por la via 6-fosfogluconato/fosfocetolasa.



Goldin et al., citado por SALOFF-COSTE, (c) (2002) sefiala que para ser un
microorganismo probidtico, debe sobrevivir a la acidez del estbmago donde
puede encontrarse un pH < 3 y también a los &cidos biliares ya que se pueden
destruir muchos microorganismos. Segun estudios realizado en vivo, L. casei es
resistente al acido de la bilis por su viabilidad en una gama de pH de 3,0 a 7,0.
Concluyendo que sobrevive al transito a través del estbmago, particularmente
cuando el alimento o los productos lacteos que actiian como vehiculo tienen un
pH > 3,0.

Lactobacillus casei, taxonémicamente, es reconocida como un grupo de varias
especies, dado que son genéticamente similares, diferenciandose en ciertas
caracteristicas como son, temperatura optima de crecimiento y habilidad para
fermentar distintos tipos de carbohidratos, esto es indicado con mayor detalle
en CUADRO 2.

CUADRO 2. Taxonomia de L. casei.

Propiedades metabdlicas
Forma Actual

taxondmica taxonomia Temperatura de | Fermentacion de

crecimiento azucar

Ribosa-sacarosa-

L. casei subsp. L casei 10 - 40 °C D-tiranosa

casei

Gran diversidad

L. casei subsp. | L. paracasei subsp. 10 - 40 °C de metabolizacion

paracasei paracasei de azicares
: : 10-37 °C Muy poca
L. casei subsp. | L. paracasei subsp. resistant to 72°C, | metabolizacion de
tolerans tolerans X ,
40 min azucares
L.casei subsp. L. rhamnosus 15-45 °C Ramnosa

rhamnosus

FUENTE: DANONE WORLD NEWSLETTER (1995).



2.6 Jugo de peracomo materia prima

Los microorganismos activos interacttan con su medio ambiente
intercambiando componentes del medio para sus productos metabdlicos. De
este modo, la composicion quimica del sustrato, por ejemplo, presencia de
carbohidratos disponibles, vitaminas, minerales, es de suma importancia para el
desarrollo de los microorganismos (LUC DE BUYS, 2000).

SALMINEN (1998), sefiala que las bacterias acido lacticas en su metabolismos
fermentan las hexosas como glucosa, manosa, fructosa, galactosa, también
fermenta los disacaridos lactosa, manosa, sucrosa; sefiala ademas, que

aminodcidos y vitaminas son factor de crecimiento.

KIRK (1983), en su estudios sefala que el jugo de pera es una buena fuente de
azucares naturales y cuando esta mezclado con otros jugos de fruta o utilizado
en jugo de fruta proporciona cuerpo a la mezcla, es usado como substituto para
jarabe de azlcar en conservas de fruta, produciendo un producto natural.

Los jugos de fruta se envasan asépticamente tras tratamientos térmicos a
temperaturas elevadas durante tiempos cortos, o que mejora la retencion de
nutrientes y la calidad de jugo (RUTEY y ASHURTS, 1996).



3. MATERIAL Y METODO

3.1 Materiales

Los materiales usados en el desarrollo del proceso se detallan a continuacion.

3.1.1 Materia prima. Jugo de pera esterilizado, larga vida, de una marca

comercial.

3.1.2 Insumos microbiolégicos. Cultivo puro de Lactobacillus casei. CHR —
HANSEN L. CASEI-01, agar MRS (De Man, Rogosa y Sharpe), caldo MRS
(Lactobacilli MRS Broth — DIFCO), peptona bacterioldgica (peptone protease).

3.1.3 Insumos quimicos. NaOH 0,1N.

3.1.4 Instrumentos y utensilios. Balanza, termometro, pHmetro,
refractbmetro, campana de flujo laminar, estufa 32 + 1 °C, autoclave, bafio
termorregulador, matraz Erlenmeyer, bureta, frascos de vidrios, pipetas total y
parcial, placas Petri, bortex, tubos de ensayos con tapa rosca, botellas de

vidrio.

3.2 Lugar de ensayo
La investigacion se realiz6 en los laboratorios de microbiologia del Instituto de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Facultad de Ciencias Agrarias, de la

Universidad Austral de Chile.
3.3 Metodologia

La metodologia de trabajo en el laboratorio se describira en los parrafos

siguientes y para mayor claridad se esquematiza con figuras.

10
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3.3.1 Proceso de activacion e inoculacion de L. casei al jugo de pera. A
un tubo de ensayo con 10 ml de caldo MRS esterilizado a 121 °C se le agregd
0,1 g de L. casei liofilizado e incub6 por 24 horas a la temperatura optima de
desarrollo de 32 + 1 °C (cultivo madre), posteriormente a partir del cultivo madre
se realizé una inoculacion del 2% en 100 ml de caldo MRS estéril, incubandolo
por 24 horas a 32 £ 1 °C. Terminado este periodo se traspasaron 20 ml de este
caldo MRS, a cinco cajas de jugo de pera UHT de una marca comercial de un
mismo lote, conteniendo L .casei al 2%, en una campana de flujo laminar.
Luego de la homogenizacion, se adicionaron 200 ml de jugo a 20 frascos para
analisis sensorial y 50ml a otros 20 frascos para recuento de L. casei,
posteriormente estos frascos se almacenaron a temperatura ambiente

variable, no controlada.

En la FIGURA 1 se muestra el diagrama del proceso de activacion, inoculacion

y lectura de recuento total de L. casei en las placas.

3.4 Determinaciones analiticas

Al jugo de pera inoculado con L. casei, almacenado a temperatura ambiente,
que se muestra en la FIGURA 2, se le realizaron mediciones de pH., acidez y
recuento microbioldgico los dias 0,1,2,3,4,7,9,11,14,16,18,21,23 y analisis
sensorial los dias 0,3,7,10,14,17,21,24.

3.4.1 Determinacion de pH. se determin6 mediante un potenciémetro
Radiometer Copenhagen.

3.4.2 Determinacion de acidez. Se determiné potenciométricamente segun
AOAC descritos por HART y FISHER, 1984.

3.4.3 Cuantificacion de L. casei en jugo de pera. Basandose en estudios de
THARMARAJ y SHAH (2003), se determind la poblacion de L. casei en UFC/mL
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mediante recuento en placas Petri con agar MRS (DE MAN, ROGOSA,
SHARPE). Para lo cual fue necesario preparar tubos con agua peptonada y

placas Petri con agar MRS.

L. casei Liofilizado
y refrigerado

J

Activacion en caldo MRS
(24 horas a 32 °C)

ﬂ

Repique 2% en caldo MRS
(24 horas a 32 °C)

ﬂ

Inoculacién del jugo al 2% en
campana de flujo laminar

J

Separacion en frascos

estériles
ﬂ — Toma de muestra de jugo con
L. casei
Almacenamientos ﬂ
a temperatura ambiente
ﬂ Siembra en agar MRS
(Siembra 0 dias)
Siembras por diluciones ﬂ
seriadas en agar MRS
ﬂ Incubacién por 48 horas
a3z2°
Incubacién por 48 horas a 32 ﬂ
°C
ﬂ Lectura 48 horas
después(UFC/mL)

Lectura 48 horas después
(UFC/mL)

FIGURAL. Diagrama de flujo para la activaciéon e inéculo de L. casei.
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3.4.3.1 Preparacion de agar MRS. De acuerdo a las instrucciones del envase
70,3 g de agar MRS (De Man, Rogosa y Sharpe) se disolvieron con agua
destilada y se afor6 a un litro, se homogeneiz6 la mezcla calentandola en un
microonda y luego se pasaron 300 ml aproximadamente a matraces
Erlenmeyer, los matraces se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 min.
Luego de ser enfriados en un bafio Maria a 45°C, en una campana de flujo
laminar se prepararon placas Petri, con 30 ml aproximadamente de agar MRS,
las placas fueron guardadas en el refrigerador para los posteriores analisis.

FIGURA 2. Jugo de pera inoculado con L. casei, almacenado a
temperatura ambiente.

3.4.3.2 Preparacién de agua peptonada. Peptona bacteriol6gica usada como
medio de dilucién fue preparada al 0,1% ( un gramo de proteosa peptona por
litro de agua destilada) ajustando su pH a 7,0 = 0.2 con NaOH 0,1N. El medio
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de dilucion fue puesto en tubo de ensayos, adicionando alicuotas de 9,9 y 9 ml.
Luego fueron esterilizados en una autoclave a 121 °C por 15 min. Los tubos

fueron guardados a temperatura ambiente para los posteriores analisis.

3.4.3.3 Diluciones seriadas e inoculo de L. Casei en placas Petri para
recuento microbiolégico. Con el proposito de asegurar lecturas con
cantidades entre 25 y 250 UFC/mL, se procedio a prepara diluciones seriadas
de 10° ,10° y 10’, incubadas a 32 + 1°C por 48 horas, para determinar la
poblacion de microorganismos hasta el momento en que se presenta un

crecimiento menor a 10* UFC/mL.

En el parrafo siguiente se describe la metodologia empleada para las siembras
de las placas Petri y parte de los procedimientos se muestran en la FIGURA 3,
en la cual, primero se observa el mesén de trabajo bajo campana de flujo
laminar y materiales empleados, seguidamente la secuencia desde toma de

muestra de jugo hasta siembra en placa Petri mediante diluciones seriadas.

Se desinfect6 el meson de trabajo y manos con alcohol, la siembra se realizo al
lado de un mechero bunsen, dando asi condiciones de trabajo lo mas asépticas
posibles, primeramente se agitd el envase y se extrajo 0,1 ml de jugo de pera
inoculado con L. casei y se colocé en 9 ml de agua peptonada estéril, agitando
el tubo de ensayo con dilucién 107 en un vortex, luego se tomé 1ml de éste y
colocandolo en otro tubo de ensayo con 9 ml de agua peptonada para obtener
una dilucién 10°y asi sucesivamente hasta llegar a varias diluciones, después
se tomaron 0,1 ml de la dilucion y se pasaron directamente a la placa Petri con
agar MRS, para incubarlas por 48 horas a 32 + 1 °C. Se trabaj6é con tres

diluciones y en duplicado. Para mejor claridad ver FIGURA 4.
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e

FIGURA 3. Metodologia de siembra en placa Petri.
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10 ml de caldo MRS con 0,1 g
> mi de L casei liofilizado se
incuban por 24 horas a 32 °C

100 ml de caldo MRS inoculado
2% (20ml/It) al 2% se incuba a 32 °C hasta
_ que el medio este bien turbio
Se analiza 5 envases

UHT de jugo de pera de
una marca comercial de
un mismo lote por cada
repeticion.

Frascos con jugo de perainoculado al
2% con L. Casei e incubados a 20 °C

10°®

10° 10" 10°
tom A romLom 1om sensorial
Tubo con 9,9 ml de V\
agua peptonada 0aml ~ 01ml~ 01ml
/ Tubos de agua
Se trabaja en duplicado en el peptonada con
recuento de placas con Agar 9,0 ml
MRS
107

10° 10°®

2
01ml V10 Anlisis

FIGURA 4. Recuento de L. Casei mediante diluciones seriadas.
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3.4.4 Andlisis sensorial. Las escalas empleadas para las evaluaciones fueron
obtenidas de MEILGAARD (1999). El jugo de pera fue evaluado por 10
panelistas no estrenados, los que se eligieron por su disponibilidad, y el gusto
por jugo de pera y productos acidos. Se trabajé con muestras de 20 ml de jugo,
las tres repeticiones se entregaron separadas y al azar a cada panelista, se
determiné el nivel de aceptabilidad, utilizando una escala hedonica de 9 puntos.
(1= me disgusta extremada mente, 5= no me gusta ni me disgusta y 9= me

gusta extremadamente) (ANEXO 1).

El nivel de acidez, fue evaluado utilizando una escala no estructurada de 15 cm,
(0= “Falta de acidez”, 7= la “acidez normal” de acuerdo a su propia percepcion y
15 ="Exceso de acidez”). La cual fue ajustada a 5 puntos (ANEXO 2).

3.5 Disefio experimental

Se trabajé con un disefio experimental completamente al azar, la unidad
experimental consistié en 250 ml jugo de pera, extraido de cajas UHT de 1 litro
de una marca comercial, inoculado previamente con Lactobacillus casei al 2%,
200 ml fueron destinados para anadlisis sensorial y 50 ml para andlisis
microbiolégicos. Con 13 niveles de tiempo se estudiaron los factores pH,
acidez y crecimiento bacteriano expresado como UFC/mL durante el periodo de
almacenamiento, y para evaluacion sensorial, el grado de aceptacion y acidez
se evaluaron con 8 niveles de tiempo de almacenamiento, con tres repeticiones
cada periodo, que corresponden a 3 grupos de 5 cajas extraidas de un mismo
lote.

Los resultados se expresan como promedio + D.E. (desviacién de estandar), los
datos se analizaron a través de un andlisis de varianza con un nivel de
significancia del 95%. En caso de existir diferencias significativas entre los

tratamientos (p < 0,05) se realizé un test de comparacion multiple al 95% de
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confianza. Los resultados fueron analizados mediante el software estadistico

Statgraphics Plus 5.1. Lo expuesto anterior se resume en el CUADRO 3.

CUADRO 3. Disefio experimental.

Unidad

) Factor a estudiar Analisis de resultados
experimental

* Promedio +.D.E.
(desviacion estandar).
Numero de UFC/mL, pH,

acidez potenciométrica * Andlisis de varianza
250 ml de jugo de nivel de significancia al
pera inoculado | 13 niveles de tiempo: 95%
con L. casei. 0,1,2,3,4,7,9,11,14,16,18,21,23
dias * Diferencia significativa

entre los tratamientos
Aceptacion general y grado de | (p < 0,05) se realizara
acidez sensorial test de comparacion al
95% de confianza.

8 niveles de tiempo

0,3,7,10,14,17,21,24 dias * Los resultados fueron
analizados mediante el
Con tres repeticiones. software estadistico

Statgraphics Plus 5.1




4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Jugo y sus caracteristicas

Para este estudio se utiliza un jugo pulposo (cloudy juice) comercial, con
tratamiento UHT (ultra high temperature), envasado asépticamente en cajas
Tetra Pak de un litro, segun envase contenia como ingredientes; azlcar,
concentrado de pera, acido citrico, aroma natural y acido ascoérbico; sin

preservantes. Las especificaciones del jugo se presentan en el CUADRO 4.

CUADRO 4. Especificacion del jugo de pera comercial

100 mL
Energia (Kcal) 58
Proteinas () 0
Grasa total (g)+ 0,2
Hidratos de carb. Disp. (g) 14
pH 3,45
Acidez en funcion de &cido malico (Q) 0,24"
° Brix 12,5

FUENTE: Etiquetado del envase del jugo comercial

* Mediciones realizadas en el estudio

4.2 Cinética de crecimiento
Se realiz6 el recuento de colonias a las placas Petri, algunas de las colonias de
L. casei fueron separadas previamente, observandolas al microscopio. Un

ejemplo de imagen observada se muestra en la FIGURA 5
Por medio de un analisis de varianza se procedié a comparar los periodos de

tiempo para un nivel de significancia del 95%, con el objeto de establecer si

existe diferencia entre el contenido de microorganismos a los diferentes
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tiempos, encontrandose que existian diferencias entre los tiempos para las
UFC/mL. Para establecer entre qué tiempos existian las diferencias se realizé

una prueba de rango multiple LSD. (anexo 3.1)

FIGURA 5: (a) Colonias caracteristicas de L. casei en placa Petri, (b) L.
casei observado en el microscopio.

Segun el CUADRO 5, los andlisis estadisticos para recuento de L. casei en
UFC/mL, determinaron que la poblacion inicial de L. casei fue de (6,77 + 1,04)
x 10" UFC/mL, alcanzando un méaximo de desarrollo el cuarto dia de iniciado el
ensayo con un valor de (9,67 + 2,35) x 10’ UFC/ mL, los valores minimos se
registran los dias 21 y 23 con valor de (1,74 + 1,69) x 10" y (1,07 + 1,67) x 10’

UFC/ mL respectivamente.

En el ANEXO 3 se encuentran los datos que apoyan la FIGURA 6, en la cual se
describe la cinética de crecimiento para L. casei en jugo de pera, se puede
observar que se mantudo el recuento de UFC/mL durante los primeros 16 dias
de almacenamiento con un valor muy préximo a 1x10® después se observa una
disminucion aproximada de una unidad logaritmica al dia 23 pero aun por sobre
1 x 10°. Esto es muy importante porque indica que durante los 23 dias de
almacenamiento L. casei en el jugo de pera superé el valor de 1x10° UFC/mL
gue es la minima cantidad de microorganismos que debe estar presente en un

alimento para ser considerado probiético, para que produzca algun efecto sobre
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la salud del consumidor (SHAH, 1995, GOMES y MALCATA,1999, SAMONA vy
ROBINSON, 1991).

CUADRO 5. Comportamiento de pH, acidez y recuento microbiolégico en
el jugo de pera durante el periodo de almacenamiento.

Tiempos Recuento x 10’ pH Acidez
0 6,77 + 1,04%° 3,43+ 0,03° 0,24 + 0,01°
1 6,77 + 6,93 3,40 £ 0,01% 0,25 + 0,00°
2 5,67 + 1,54°° 3,33 + 0,04"° 0,26 + 0,01%
3 8,50 + 1,39%" 3,30 + 0,04° 0,28 + 0,014
4 9,67 + 2,35° 3,27 + 0,03 0,32 + 0,04°
7 7,93 £ 1,76 3,20 + 0,00% 0,34 + 0,02
9 8,58 + 3,91% 3,13 + 0,05 0,36 + 0,01°
11 8,28 + 3,71% 3,13+ 0,07 0,40 + 0,032
14 6,32 + 1,173 3,07 + 0,06™ 0,40 + 0,02%
16 6,55 + 3,66 3,07 + 0,02" 0,41 + 0,02%
18 2,82 +1,13% 3,07 £ 0,01 0,41 + 0,022
21 1,74 + 1,69¢ 3,03 £ 0,03" 0,43 + 0,022
23 1,07 + 1,67¢ 3,03 +0,01" 0,43 + 0,022

* Promedio + desviacién estandar (D.E.) de 3 evaluaciones.

Letras distintas en las columnas indican diferencia estadisticamente significativa

al 95% de confianza (LSD) entre dias.

9,00

‘ —+— P —— Polinédmica (P) ‘

8,00 k—m—u—m=

— 7,00 4
g 6,00 ~
LL 5,00 A 3 2
D 400 y = -6E-05x” - 0,0017x" + 0,0364x + 7,7974
~— ’ 2
R® = 0,9546

> 3,00
o
—1 2,00 -

1,00 ~

0,00 ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ;

o 2 4 [S) 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo(dias)

FIGURA 6. Cinética de crecimiento de L. casei en jugo de pera obtenida
mediante recuento viable sobre agar MRS.
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NIGHSWONGER et al., (1996) estudié la viabilidad de L. casei GG en yogurt y
“buttermilk” almacenados a 5°C y 7°C, entre los resultados presentd un
desarrollo promedio de 1x10’ UFC/g a los cero dias en ambos productos y
durante los 28 dias de evaluacién el desarrollo fue igual o superior a 1x10’
UFC/mL. Otro estudio fue realizado por VINDEROLA et al., (2000), en sus
resultados muestra que L. casei mantuvo durante 60 dias una viabilidad del
orden de 1x10° UFC/mL en queso almacenado a 5°C. Aunque las
caracteristicas de los productos alimenticios estudiados son diferentes, el
comportamiento de L. casei es similar en jugo de pera ya que mantuvo
concentraciones similares a los encontrados por estos autores entre 0 y 18 dias

con poblaciones superiores a 1x10° UFC/mL a temperatura ambiente variable.

4.3 Comportamiento de pH

Al realizar el andlisis de varianza, para la variacion de pH se encontraron
diferencias estadisticamente significativa al 95 % para los tiempos de medicion,
por lo que se procedi6 a la prueba de rango multiple LSD (ANEXO 4.1).

En el CUADRO 5 se encuentran los datos que apoyan la FIGURA 7

—— P —— Polinémica (P) ‘

3,45

3,4
3,35 -

y = -4E-05x% + 0,0023%? - 0,0496x + 3,4329
332'2 i R?=0,9937
%_ Y3’2 \\ _

3,15 | \1><

3,1 -
3,05 - -

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo (dias)

FIGURA 7. Comportamiento del pH en el jugo de pera con L. casei
almacenado durante 23 dias a temperatura ambiente variable.
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El pH del jugo inoculado mostré un descenso marcado entre los 0 y 18 dias.
Inicialmente se tiene un valor promedio de 3,43 + 0,03 y a los 18 dias alcanza

un valor de 3.07 + 0,02 y luego se mantiene constante.

4.4 Relacién Viabilidad — comportamiento de pH

FRAGOSO (2002) menciona que entre las caracteristicas de los
microorganismos para ser identificados como cepas probidticas estd la
capacidad de sobrevivir y proliferar a pH menores de 3,5 debido al transito a
través del tracto gastrointestinal que le permita ser viable para realizar las
funciones especificas de cada organismo probidtico, proporcionando los
beneficios a la salud de la persona que lo ingiere. En este caso, durante los 23
dias de almacenamiento la poblacién de L. casei fue superior a 1x10" UFC/mL.
Durante los 18 dias la poblacién microbiana se mantuvo sobre 1x10° UFC/mL
variando el pH de 3,43 a 3,07, en los dias posteriores se observa un descenso
de la poblacion de L. casei con un pH constante en promedio de 3,03 pero aun
se tienen recuentos superiores a 1x10’ UFC/mL, con lo que se puede sefialar
que el pH influye sobre la viabilidad de L. casei conforme disminuye reduciendo
la viabilidad de la bacteria en el tiempo. Esto concuerda con estudios que
sefialan que la pérdida de la viabilidad de organismos probid6ticos se atribuye a
la disminucién del pH del medio y de la acumulacion del &cido orgénico, acido
lactico por ejemplo, como resultado del crecimiento y de la fermentacion
(HOOD y ZOTTOLA, 1988; SHAH y JELEN, 1990).

4.5 Comportamiento de acidez

Al realizar el andlisis de varianza, para variacion de acidez se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al 95% para los tiempos de medicion,

por lo cual se realiz6 la prueba de comparacion multiple LSD (ANEXO 5.1).

En la FIGURA 8 obtenida con los datos de CUADRO 5 se observa un aumento
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de acidez de 0,24 + 0,01 a 0,43 £ 0,02 vy el analisis estadistico sefala que la
acidez se mantiene constante después del dia 11, lo cual tiene sentido, pues
como ya se dijo, la disminucién de pH se produce por un aumento de &cido
lactico producto del metabolismo de L. casei. Como consecuencia, producen
grandes cantidades de acidos organicos de cadena corta, a partir de azlucares.
El principal producto es el &cido lactico obtenido a partir de piruvato por accion
de la enzima lactato deshidrogenada (MARTINES, 2005).

'— P —Polinémica (P) |

0,50
o 0.45
O _ 040 T F—FF —
T 2 035
£ E 030

o 0,25 N _ 3 2

°©8 % y = 9E-06)C - 0,0007) + 0,0205x + 0,2333
.-g < 0:15 R? = 0,9821
& 2 010
° 0,05
> 0.00

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Tiempo (dias)

FIGURA 8. Comportamiento del acidez expresada como % de acido malico
en el jugo de pera con L. casei almacenado durante 23 dias a
temperatura ambiente variable.

En el estudios realizados por YOON et al., (2004) L. casei sobrevivio en jugo de
tomate a pH bajo de 3,5 y altas condiciones de acidez durante 4 semanas de
conservacion en camara frigorifica a 4°C; se observa una disminucion de pH y
un aumento de acidez por formacion de &cido lactico. Ademas, los recuentos de
células viables disminuyeron levemente. Este mismo comportamiento se

observa en el jugo de pera almacenado a temperatura ambiente.

AXELSSOR (1998) sefiala que en su metabolismo la bacteria &cido lactica
tiene una gran capacidad de degradar diferentes carbohidratos y generalmente

predomina como producto, el 4cido lactico.
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4.6 andlisis sensorial

Los resultado de la evaluacion sensorial entregada por los panelista se sefiala

en los parrafos siguientes.

4.6.1 Grado de acidez. Segun el ANDEVA, se encontré diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.05) del grado de acidez en el jugo de pera
entre los diferente dias evaluados con un nivel de la confianza del 95.0%
(ANEXO 6.1).

Segun el CUADRO 6, los panelistas dieron una puntuaciéon promedio mas baja
el dia cero, encontrando “levemente falta de acidez” y los dias 7 ,10, 21, 24
dieron puntuaciones mayores que el resto, encontrando “levemente exceso de
acidez “, pero estos dias estadisticamente no tuvieron diferencias. Esto se ve
representado en la FIGURA 9 la cual se realiz6 con los datos del CUADRO 5y
6.

CUADRO 6. Evaluacion entregada por los panelistas para aceptacion y
acidez del jugo de pera durante el periodo de
almacenamiento.*

Tiempo Aceptacion Acidez
0 7,50 + 0,342 59,37 + 2,27°
3 7,00 + 0,407 69,30 + 2,14
7 6,90+ 0,66%°° 83,53 + 5,512
10 6,40 + 0,49 86,70 + 8,122
14 7,20 + 0,20% 79,70 + 7,10%
17 6,30 + 0,10° 82,30 + 7,64%
21 6,30 + 0,72° 84,40 + 5,05%
24 6,30 + 0,70° 92,27 +14,85%

*Promedio + desviacion estandar (D.E.) de 3 evaluaciones obtenidas de los
panelistas
Letras distintas en las columnas indican diferencia estadisticamente significativa

al 95% de confianza (LSD) entre dias
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FIGURA 9. Calificacion otorgada por los panelistas para el grado acidez
segun escala no estructurada de 150 mm.

De la figura se puede extraer que tanto los panelista, como las mediciones

obtenidas mediante métodos instrumentales, dieron puntuaciones mas altas de

acidez al jugo de pera durante el correr de los dias.

4.6.2 Aceptacion general. Segun el ANDEVA, se encontrd diferencias
estadisticamente significativas del grado de aceptacion en el jugo de pera entre
los diferente dias evaluados con un nivel de la confianza del 95.0%, por lo cual

se realiza test de comparacion multiple LSD (ANEXO 7.1).

A partir del andlisis estadistico realizado para la aceptacion del jugo de pera, en
el CUADRO 6 se observa que los panelistas dieron una puntuacion promedio
que estuvo entre “me gusta ligeramente” y “me gusta moderadamente “. La
puntuacion mas baja estuvo en los 17, 21, 23 dias, sin diferencia estadistica
entre ellos, la puntuacibn fue de “me gusta ligeramente”. Esto se ve
representado en la FIGURA 10, la cual fue apoyada con los valores del
CUADRO 6.
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FIGURA 10. Calificacion otorgada por los panelistas para el grado de
aceptacion general segun escala heddnica de 9 puntos.

Segun SAARELA et al.,(2000), la obtencién de un producto fermentado con
excelentes propiedades sensoriales depende del sinergismo que debe
establecerse entre las bacterias probidticas agregadas a los alimentos

funcionales y los iniciadores de la fermentacion (fermentos, cultivos iniciadores).

4.7 Relacién aceptacién y grado de acidez.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede indicar que en general el jugo
de pera fue aceptado por parte de los panelistas aun cuando detectaron
aumento de acidez, observandose que a la gente le gusta menos acido el jugo,
Esto es importante pues ademas de su eficiencia como alimento probiético es
deseable que el jugo posea caracteristicas que lo hagan comercialmente

aceptable por sus propiedades organolépticas.



5. CONCLUSIONES

La viabilidad de L. casei en jugo de pera durante 23 dias fue mayor a 1x 10 por
lo cual el jugo se puede considerar una buena fuente de L. casei para los

consumidores y por lo tanto un producto probidtico.

L. casei sobrevivio en el jugo de pera en condiciones de alta acidez y pH bajos

durante 23 dias a temperatura ambiente variable (17-22 °C).
Los panelistas apreciaron el jugo, aun cuando hubo diferencia en la aceptacién

en el correr de los dias, sin embargo, se puede indicar que el jugo fue aceptable

para un periodo de 14 dias.
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6. RESUMEN

El propdsito de este estudio fue evaluar la viabilidad de L. casei en jugo de pera
almacenado a temperatura ambiente variable, paralelo a esto se estudio el
comportamiento de pH, acidez y aceptacion general del jugo .Para cumplir con

estos objetivos se inocul6 jugo de una marca comercial con L. casei al 2%.

Para recuento de L. casei el jugo fue sembrado en agar MRS en diluciones
seriadas y se midi6 el pH y la acidez. La aceptacion general se midi6
mediante una escala heddnica de 9 puntos y el grado de acidez con escala no

estructurada de 15 cm.

La concentracién de L. casei en el jugo de pera fue mayor de 1x10’ UFC/ ml
durante los 23 dias de almacenamiento. Con una variaciéon de 3,43 a 3,03 pH,
la acidez alcanzo un valor de 0,43 g acido malico/ 100 ml, la puntuacién
entregada por los panelistas no vario durante los 23 dias y de una escala de 9

punto le asignaron un valor entre 6y 7.
La viabilidad de L. casei en jugo de pera durante 23 dias fue mayor a 1x 10 por
lo cual el jugo de puede presentar una buena fuente de L. casei para los

consumidores.

L. casei sobrevivio en el jugo de pera en condiciones de alta acidez durante 23

dias a temperatura ambiente variable.

Los panelistas aceptaron el jugo de pera y la aceptacion no fue afectada por el

aumento de acidez en el periodo de almacenamiento.

29



SUMMARY

The purpose of this study was to evaluate the Lactobacillus casei viability in
pear juice stored. at variable room temperature. At the same time the pH, acidity
and general acceptance behavior of the juice was studied. In order to
accomplish with these goals, commercial juice was inoculated with L. casei at

2% concentration.

To obtain the L. casei plate count juice was seeded in MRS agar in series
dilutions and pH and acidity was measured. General acceptance was measured
by mean of a hedonic 9 points scale and acidity by mean a non structured scale

of 15 cm.

Concentration of L. casei in pear juice was higher than 1x10’ during the 23
storing days. Variation of pH was from 3.4 to 3.0, acidity reached a value of 0.43
g malic/100ml, and sensory punctuation was stable in 23 days with a value of 6

and 7 in the 9 points scale.
Since viability of L. casei in pear juice was higher that 1x10” for 23 days, the
juice could be considered as a probiotic food and to be a good source of L. casei

to consumers.

L. casei survived to the pear juice conditions, high acidity, during the 23 assay

days.

Sensory panel accepted pear juice and this acceptance were not affected by

changes in acidity during the period.
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ANEXO 1

Ficha para escala heddnica

Nombre. Fecha

Producto

me gusta extremadamente

me gusta mucho

me gusta moderadamente

me gusta ligeramente

no me gusta ni me disgusta

me disgusta ligeramente

me disgusta moderadamente

N W~ 01 O N 00 ©

me disgusta mucho

1 me disgusta extremadamente

Comentarios:
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ANEXO 2

Planilla de evaluacion de acidez sensorial

NOMBRE FECHA

Se le ha entregado muestras de jugo de pera codificados. Marque la acidez que
Ud. estime conveniente para el producto con una linea vertical sobre la escala
no estructurada que va desde “falta de acidez” a “ exceso de acidez”.

Cddigo de muestra (Repeticion 1)
| |
Falta de acidez Exceso de acidez
Cddigo de muestra (Repeticion 2)
| |
Falta de acidez Exceso de acidez
Cédigo de muestra (Repeticion 3)

Falta de acidez Exceso de acidez
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Recuento L. casei en el jugo de pera durante el periodo almacenamiento

Promedio +
Tiempos | R1x10" | R2x 10" | R3x 10’ Rec‘ig? o D.E.
(dias) (UFC/mL) | (UFC/mL) | (UFC/mL) UFC/mL Log
(UFC/mL)
0 5,85 6,55 7,90 6,77+1,04 | 7.83+£0.1
1 6,95 6,00 7,35 6,77 £ 6,93 7.83+0.1
2 6,70 3,90 6,40 567+154 | 7.75+£0.1
3 9,45 6,90 9,15 8,50 + 1,39 79+0.1
4 7,55 12,20 9,25 9,67 £ 2,35 8.0+0.1
7 5,95 8,55 9,30 7,93+1,76 7.9+0.1
9 4,50 8,95 12,30 8,58 + 3,91 7.9+0.2
11 4,75 7,95 12,15 8,28+ 3,71 7.9+0.2
14 5,05 7,35 6,55 6,32 +1,17 7.8+0.1
16 10,35 6,25 3,05 6,55 + 3,66 7.8+0.2
18 3,75 3,15 1,55 2,82+1,13 7.4+0.2
21 3,40 1,81 0,01 1,74 +£1,69 7.2 +0.3
23 3,00 0,21 0,00 1,07+1,67 | 7.0+x0.4




ANEXO 3.1

Analisis estadistico para recuento de L. casei en funcion del tiempo
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Andlisis de Varianza para UFC/ mL por TIEMPO

Fuente Suma de cuadrados  GL Cuadrado medio Coeficiente-F  Valor-P
Entre grupos 2,67102E16 12 2,22585E15 4,43 0,0007
Dentro de grupos 1,30599E16 26 5,02303E14

Total (Corr.) 3,97701E16 38

Test de comparacion multiple para UFC/ mL por TIEMPO

Method: 95,0 % LSD

tiempo datos promedio grupos homogéneos
23 3 1,07E7 X

21 3 1,74E7 X

18 3 2,82E7 XX

2 3 5,67E7 XX
14 3 6,32E7 XXX
16 3 6,55E7 XXX
1 3 6,77E7 XX
0 3 6,77E7 XX
7 3 7,93E7 XX
11 3 8,28E7 XX
3 3 8,50E7 XX
9 3 8,58E7 XX
4 3 9,67E7 X
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Evaluacion de pH del jugo de pera durante el periodo de almacenamiento

TIEMPOS | REPETICION | REPETICION | REPETICION | PROMEDIO D.E.
(dias) 1 2 3
0 3.45 3.40 3.43 3.43 0,03
1 3.38 3.39 3.39 3.40 0,01
2 3.33 3.36 3.28 3.33 0,04
3 3.32 3.25 3.28 3.30 0,04
4 3.29 3.29 3.24 3.27 0,03
7 3.19 3.19 3.19 3.20 0,00
9 3.17 3.11 3.08 3.13 0,05
11 3.19 3.12 3.06 3.13 0,07
14 3.12 3.14 3.02 3.07 0,06
16 3.05 3.07 3.03 3.07 0,02
18 3.05 3.05 3.03 3.07 0,01
21 3.01 3.06 3.04 3.03 0,03
23 3.04 3.06 3.04 3.03 0,01
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Analisis estadistico para pH en funcion del tiempo
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Andlisis de la Varianza para pH - TIEMPO

Analisis de Varianza

Fuente Suma de cuadrados  GL Cuadrado medio Coeficiente-F  Valor-P
Entre grupos 0,729231 12 0,0607692 23,70 0,0000
Dentro de grupos 0,0666667 26 0,0025641

Total (Corr.) 0,795897 38

Test de comparacion multiple LSD para PH por TIEMPO

Metodo: 95,0% LSD

TIEMPO Datos Promedio Grupos Homogéneos
21 3 3,03 X

23 3 3,03 X

14 3 3,07 XX

18 3 3,07 XX

16 3 3,07 XX

9 3 3,13 XX

11 3 3,13 XX

7 3 3,20 XX

4 3 3,27 XX

3 3 3,30 X

2 3 3,33 XX
1 3 3,40 XX
0 3 3,43 X
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Evaluacion de acidez del jugo de pera durante el periodo de

almacenamiento
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TIEMPO

REPETICION

REPETICION

REPETICION

ias) ) , ; PROMEDIO| D.E.
0 0,25 0,23 0,24 0,24 0,01
1 0,25 0,25 0,25 0,25 0,00
2 0,25 0,27 0,27 0,26 0,01
3 0,27 0,29 0,29 0,28 0,01
4 0,28 0,36 0,32 0,32 0,04
7 0,32 0,34 0,35 0,34 0,01
9 0,35 0,36 0,36 0,36 0,01
11 0,42 0,37 0,41 0,40 0,03
14 0,38 0,41 0,42 0,40 0,02
16 0,39 0,42 0,42 0,41 0,02
18 0,39 0,42 0,43 0,41 0,02

21 0,41 0,42 0,45 0,43 0,02
23 0,41 0,43 0,44 0,43 0,02
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Analisis estadistico para acidez en funcién del tiempo
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Andlisis de la Varianza para acidez por tiempo

Fuente Suma de cuadrados GL Cuadrado medio Coeficiente-F  Valor-P
Entre grupos 0,179574 12 0,0149645 40,81 0,0000
Dentro de grupos 0,00953333 26  0,000366667

Total (Corr.) 0,189108 38

Test de comparacion multiple para acidez por tiempo

Metodo: 95,0 % LSD

TIEMPO Datos Promedio Grupos Homogéneos
0 3 0,24 X

1 3 0,25 X

2 3 0,26 XX

3 3 0,28 X

4 3 0,32 X

7 3 0,34 XX
9 3 0,37 X
11 3 0,40 X
14 3 0,40 X
16 3 0,41 X
18 3 0,41 X
23 3 0,43 X
21 3 0,43 X




ANEXO 6

Puntuacion grado de acidez entregado por los panelistas

TIEMPO |REPETICION [ REPETICION | REPETICION
(dias) L ) 3 PROMEDIO = D.E
0 61,90 58,70 57,50 59,37 + 2,27
3 71,00 66,90 70,00 69,30 + 2,14
7 77,80 88,80 84,00 83,53 +5,51
10 93,90 88,30 77,90 86,70 + 8,12
14 76,90 74,40 87,80 79,70 + 7,13
17 86,20 73,50 87,20 82,30 + 7,64
21 86,20 78,70 88,30 84,40 + 5,05
24 76,50 94,30 106,00 92,27 + 14,85
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ANEXO 6.1

Analisis estadistico para grado de acidez sensorial en funcion del tiempo

Andlisis de la Varianza para grado de acidez por tiempo

Andlisis de Varianza

fuente Suma de cuadrados  GL Cuadrado medio Coeficiente-F  Valor-P
Entre grupos 2316,21 7 330,887 5,74 0,0019
Dentro de grupos 922,62 16 57,6637

Total (Corr.) 3238,83 23

Test de comparacion multiple para grado de acidez por tiempo

Metodo: 95,0 % LSD

TIEMPO Datos Media Grupos Homogéneos
0 3 59,37 X

3 3 69,30 XX

14 3 79,70 XX

17 3 82,30 XX

7 3 83,53 X

21 3 84,40 X

10 3 86,70 X

24 3 92,27 X




ANEXO 7

Puntuacion aceptacion general entregada por los panelistas

TIEMPO |REPETICION | REPETICION | REPETICION
dias) ) , ; PROMEDIO + D.E.
0 7,90 7,30 7,30 7,5+0,34
3 7,40 6,60 7,00 7,0£0,40
7 7,00 6,20 7,50 6,9 + 0,66
10 6,60 5,80 6,70 6,4 £0,49
14 7,40 7,20 7,00 7,2+0,20
17 6,40 6,30 6,20 6,3+0,10
21 6,50 6,90 5,50 6,3+0,72
24 7,00 6,30 5,60 6,3+0,70




ANEXO 7.1

Andlisis estadistico para grado de aceptacion general en funcion del

tiempo
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Andlisis de la Varianza para aceptacion por tiempo

fuente Suma de cuadrados  GL Cuadrado medio Coeficiente-F  Valor-P
Entre grupos 4,80667 7 0,686667 2,73 0,0457
Dentro de grupos 4,02667 16 0,251667

Total (Corr.) 8,83333 23

Test de comparacién multiple para aceptacién por tiempo

Método: 95,0 % LSD

TIEMPO  Datos Promedios Grupos Homogéneos
21 3 6,3 X

17 3 6,3 X

24 3 6,3 X

10 3 6,4 XX

7 3 6,9 XXX

3 3 7,0 XXX

14 3 7,2 XX

0 3 7,5 X
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