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Nomenclatura

a* Parametro CieL*a*b* indicador de la posicion entre rojo y
verde.

A B Constantes de los modelos Halsey y Oswin (Ec. 12y 13).

ab Parametros empiricos de la ecuacién 28.

AA Contenido de Acido ascérbico.

Abs Absorbancia.

AUC Area bajo la curva.

aw Actividad acuosa.

a,C Actividad acuosa critico.

b* Parametro CieL*a*b* indicador de la posicion entre amarillo
y azul.

Ccas Constante de Guggenheim (Ec. 11).

Cs Pulpa de Cassis.

CyGE Equivalentes de cianidin-3-glucosido/ g m.s.

DPPH- 2,2-difenil-1-picril hidracilo

DUR Duracion total de la percepcion.

E Coeficiente de extincion (Ec. 9).

FD Factor de dilucion.

FP Fruto de la pasion.

G(act) Etapa Gastrica con enzimas activas. Digestion in vitro.

G(inact) Etapa Gastrica con enzimas inactivas. Digestion in vitro.

Gl(inact)) Etapa Gastrointestinal con enzimas inactivas. Digestion in
vitro.

GAE Acido galico.

Gl(act) Etapa Gastrointestinal con enzimas activas. Digestion in
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IS
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L*

MAC
MD DE
P
Paiimento
Ph20

P
PM

Po
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Pss
PT
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Qst
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rpm

vitro.

Angulo de matiz (Ec. 6).

Intensidad maxima para una sensacion.

indice de saturacion (Ec. 5).

Factor de correccion GAB (Ec. 11).

Parametro CieL*a*b*indicador del grado de luminosidad.
Materia seca.

Contenido de antocianinas monoméricas (Ec. 9).
Maltodextrina Dextrosa equivalente 10.

Numero de atributos evaluados (Ec. 2 y 3).

Presién de vapor de agua del alimento.

Presion de vapor de agua pura.

Peso del producto liofilizado (Ec. 4 y 29; g).

Peso molecular (g/mol).

Nivel de oportunidad (Ec. 2).

Valor proporcional de menor significancia (a= 0.05; Ec. 3).
Peso seco de sobrenadante (Ec. 4; g).
Contenido de Polifenoles totales.

Calor isostérico neto de la primera molécula de agua (Ec.
21y 22; kdJ/mol).

Calor total isostérico de sorcion (Ec. 16; kJ/mol).
Calor isostérico neto de sorcion (Ec. 17; kd/mol).
Constante de los gases ideales (kJ/mol-K).

Revoluciones por minuto.
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SST Salidos solubles totales.
t50max Tiempo en que la percepcién decae un 50%.
Ty Temperatura de transicion vitrea

e (onset)= valor inicial
e ()= valor Intermedio

e (F)= valor final.

Tys Temperatura de transicion vitrea de los sélidos amorfos
(Ec. 30; °C).

Tgw Temperatura de transicion vitrea del agua amorfa (Ec. 30;
°C).

Trm Temperatura media armonica (Ec. 24; K).

tmax Tiempo para alcanzar |max.

Tg Temperatura isocinética (Ec. 23; K).

v Constante del modelo Caurie (Ec. 14).

"4 Volumen (Ec. 29).

Wo Contenido de humedad caracteristico del alimento (Ec. 21y

22; kg agua/ kg m.s).

W, Contenido de agua de equilibrio (kg de agua/ kg m.s).

w.C Contenido de agua critico (kg de agua/ kg m.s).
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AGg Energia libre de Gibbs (KJ/mol) a Tg.

ASy Entropia diferencial de sorcion (Ec. 20; kJ/mol.K).

Ayap Calor latente de vaporizacion del agua libre (Ec. 16;
kJ/mol).

Amax Longitud de onda maxima (nm).

P Densidad (Ec. 29).

%E Porcentaje de error medio relativo (Ec. 15).

%H Porcentaje de Humedad (Ec. 4).
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Introduccioén general




Capitulo I. Introduccion

1. Introduccion

1.1 Yerba mate

La Yerba mate (/lex paraguariensis) es un arbol nativo de Sur América,
que puede alcanzar una altura entre 12 y 16 metros, por consiguiente las
plantas se podan a una altura de 3 metros para cosechar las hojas frescas. La
cosecha se realiza en forma manual, iniciando en abril o mayo hasta
septiembre; después de esta etapa, el arbol se regenera y produce mas hojas
(Burtnik; 2006).

Sus hojas se utilizan en la medicina popular para combatir diversas
patologias como artritis, cefalea, constipacién, reumatismo, obesidad, fatiga,
retenciéon de liquidos y desodrdenes hepaticos. Su consumo en forma de
infusion es de gran popularidad en Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay
debido a sus caracteristicas estimulantes y energizantes, asi como otros

beneficios para la salud (Calvifio y col., 2012).

Reino: Vegetal.

Division: Espermatofitas.
Subdivisién: Angiospermas.
Clase: Dicotiledoneas.
Orden: Sapindales.

Familia: Aquifoliaceas.
Género: llex.

Especie: paraguariensis.
Nombre cientifico: llex
paraguariensis.

« Nombre comun: Yerba Mate.

Figura I. 1 Hojas de llex paraguariensis (Fuente: Instituto Nacional de Yerba

mate, http://www.inym.org.ar/inym/imagenes).
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1.1.1 Procesamiento

Las hojas frescas cosechadas de llex paraguariensis no son consumidas
como producto crudo y requieren varias etapas de procesamiento antes de

llegar al consumidor (Heck y Gonzalez de Mejia, 2007).

Segun el Codigo Argentino Alimentario (CAA), en el Articulo 1193 del
Capitulo XV se denomina Yerba mate o Yerba “al producto formado por las
hojas desecadas, ligeramente tostadas y desmenuzadas, de llex
paraguariensis Saint Hilaire (Aquifoliacea) exclusivamente, mezcladas o no con

fragmentos de ramas secas jévenes, peciolos y pedunculos florales.

Para cumplir con el CAA las hojas frescas cosechadas pasan por un

proceso de escaldado, secado, afiejamiento y empacado.

En la figura 1.2 se muestra un diagrama generalizado del procesamiento
de la Yerba mate. Las hojas frescas cosechadas son sometidas al proceso de
zapecado en el cual pasando al proceso de escaldado donde son calentadas
muy rapido sobre una llama para desactivar la enzima polifenoloxidasa, luego
es secada muy lentamente, etapa donde a menudo se emplea humo de
madera lo que le imparte caracteristicas muy diferentes de sabor y contribuye a
cambiar su composicion fisicoquimica (Heck y Gonzalez de Mejia, 2007). La
yerba seca pasa por una molienda gruesa donde se obtienen trozos de 1 cm?
aproximadamente para luego ser estacionada durante de forma natural por 6 a
12 meses o controlada en camaras con atmosfera controlada entre 30 a 60

dias (Valerga y Lanari, 2012).
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\ Hojas tiernas y tallos, empacados y
Cosecha : pesados

\ \ Calentamiento rapide sobre llama dlrecta

. por 10 s a 3 min, rompe _ Y
Zapecado los estomas para detener la oxu:i

inactiva as enzimas de Ias hOjaS

Secado :ntan a 1‘90-"6 p@:r ;8: a 24 :h_s, psara;

Hevarlas de 12% a4. 5% humedad

- El producto seco pasa por una molienda
Canchado . gruesa, esta etapa se conoce como
canchado,

ElL _p_reducto Seco se almacena de forma \

" Estacionamiento

, : : El produ o estacionade pasa por sucesnvas \__
= Molienda fina y es de zarandeo, trit ; ;

empaque

Figura l. 2 Diagrama de procesamiento de la Yerba mate (Adaptado de Heck y

Gonzaélez de Mejia, 2007).
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1.1.2 Produccién

Argentina es el principal productor mundial de Yerba mate con mas de
165.000 hectareas de superficie cultivada, seguido por Brasil con 85
mil hectareas y Paraguay con 35.000 hectareas; dentro de la Argentina la
planta se cultiva unicamente (por su clima y suelo rojo) en las provincias de

Misiones y nordeste de Corrientes (INYM, 2015).

La produccién de Yerba mate molida y empaquetada para el mercado
interno en todas sus presentaciones es de alrededor de 256 millones de
toneladas por afo, lo que implica cosechar alrededor de 775 millones de
kilogramos de hoja verde de Yerba mate. Esto quiere decir que para producir 1
kg de Yerba mate, se necesitan 3 kg de hoja verde, porque durante el proceso
de elaboracion la Yerba mate pierde peso por evaporacion de agua en la etapa
de secado (INYM, 2015).

Se exporta a Europa, USA, Siria y Japén donde se comercializa en
forma de extractos para ser usados en formulaciones de productos
fitoterapeuticos y en alimentos funcionales con accidén estimulante, diurética,
antioxidante, adelgazante y suplemento vitaminico y de minerales (Heck y

Gonzalez de Mejia, 2007; Filip y col., 2009).

1.1.3 Formas de consumo

Existen varias formas en las que la Yerba mate es consumida, la mas
comun es el Mate cebado y consiste en colocar dentro de un recipiente
llamado mate cierta cantidad de yerba, afnadiendo agua caliente y mediante

una bombilla se succiona el extracto resultante.
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Otra forma de consumo similar a la anterior pero usando agua fria o jugos de

fruta natural (naranja, pomelo, etc.) se denomina Tereré.

Alternativamente, se consumen infusiones en taza donde la yerba es
empacada en saquitos similares al Té y se adiciona agua caliente, esta forma

de consumo es usada en paises importadores como Estados Unidos.

1.2 Cassis (Ribes nigrum)

El Cassis (Ribes nigrum) también conocido como grosellero negro o
grosella negra, pertenece a la familia de la Glossulariaceae y es originaria de
Europa Central y Oriental, ademas de algunas partes de Asia. La variedad sin
espinas del arbusto de grosellero negro crece hasta los dos metros de altura y

produce varias moras sin semillas de hasta 1 cm de tamario (Figura 1.3).

Figura I. 3 Fruto de grosella negro o Cassis (Ribes Nigrum).

(Fuente: https://herbalpicnic.blogspot.com.ar/2013/08/black-currant.htmL)
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Ha sido incluido en el grupo de “Frutas finas” (denominacién que se
vincula al aspecto comercial y no al botanico) que incluye a un conjunto de
especies caracterizadas por su corta vida util, que requieren condiciones muy
especificas de manejo post-cosecha y transporte (Ministerio de Agroindustria,

SAGPYA, 2007).

1.2.1 Produccioén

Las 4.5 millones de toneladas de frutos rojos producidos en el mundo
representan aproximadamente el 2% de la produccién mundial de frutas; de los
cuales el 13% corresponde a grosellas. En Argentina la superficie cultivada con
frutos rojos se distribuye en diversas provincias, pero en el caso de
frambuesas, moras y grosellas, algo mas del 70% se concentra en territorio
patagonico: Comarca Andina del Paralelo 42°2, Valle Inferior del Rio Chubut,
Alto Valle del Rio Negro y Neuquén, Neuquén (Plottier, Senillosa, San Martin
de los Andes), Los Antiguos (Santa Cruz) (Ministerio de Agroindustria,

SAGPyA, 2007).

1.2.2 Usos

El principal canal de comercializacion es la industria de alimentos, que
demanda el fruto congelado para transformarlos en dulces, mermeladas, jaleas,
conservas, salsas, jugos concentrados, licores y aguardientes, entre los

productos mas importantes.
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Son cada vez mas las industrias que incorporan frutos rojos en sus
alimentos, como sucede con los lacteos, golosinas, cereales en barra, bebidas

sin alcohol y té, entre otros (Ministerio de Agroindustria, SAGPyA, 2007).

No solamente se utilizan estas bayas como alimento, sino también por sus
beneficios para la salud, debido a que los brotes, semillas y hojas contienen

muchos principios activos.

1.3 Compuestos bioactivos y sus beneficios para la salud

Diversos autores han reportado que la Yerba mate tiene propiedades
antioxidantes y hepatoprotectoras (Filip y Ferraro, 2003; Filip y col., 2000), asi
como la capacidad de mejorar el sistema cardiovascular (Heck y Gonzalez de

Mejia, 2007) y el sistema nerviosos central (Gonzalez y col., 1993).

Algunas de las propiedades farmacolégicas atribuidas a la infusion de
mate han sido relacionadas con su alto contenido de antioxidantes fendlicos,
especialmente acido clorogénico y flavonoides como la Quercetina, Rutina y
Kaempferol (Heck y col, 2008) y también por las antinas como la Cafeina y

Teobromina (Heck y Gonzalez de Mejia, 2007).

En la tabla 1.1 se presentan los compuestos bioactivos de mayor
importancia identificados en la Yerba mate y los beneficios para la salud

asociados.
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Tabla I. 1 Compuestos identificados en hojas de Yerba mate y algunas

actividades biologicas.

COMPUESTO

ACTIVIDAD BIOLOGICA

Cafeina

Anticarcinogénica, antiobesidad,
antioxidante, antitumoral, diurético,
energizante 20 a 200 mg, estimulante,
inhibidor de Topoisomerasa 0.1M,
vaso dilatador.

Ac. Clorogénico

Antioxidante, analgésico,
antiateroescleroético, antibacterial,
antidiabético, antitumoral, clorético

Clorofila

Antibacterial, anticancerigeno

Colina

Antidiabético, colinérgico, lipotropico

Ac. Nicotinico

Clorético, hipocolesterolémico 1 a 6.

Ac. Pantoténico

g/dia, antialérgico 100 a 500 mg/dia,
antiartritico 500 a 2000 mg/dia,
antifatiga

Rutina

Antioxidante, antitumoral, antiulceroso,
vasodilatador

Taninos

Antioxidante, antitumoral, inhibidor de
la lipoxigenasa

Teobromina

Inhibidor de cAMP, inhibidor de
fosfodiesterasa, diurético, estimulante,
miorelajante

Teofilina

Inhibidor de cAMP, inhibidor de
fosfodiesterasa, diurético, estimulante,
miorelajante

Ac. Ursélico

Analgésico, antioxidante, inhibidor de
proteasa, inhibidor de topoisomerasa,
antiarritmico, anticancerigeno.

Adaptada de Heck y Gonzélez de Mejia (2007).

El Cassis (Ribes nigrum) tiene un alto contenido de acido ascérbico
(Casati y col., 2012) y es una excelente fuente de compuestos bioactivos como

antocianinas, flavonoles, procianidinas y acidos fendlicos.
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1.3.1 Antocianinas

Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles con una amplia gama de
actividades biologicas, incluyendo antioxidantes, antimicrobianas,
anticancerigenas y neuroprotectoras; mejoran la vision y la induccion de la
apoptosis (Han y col.,, 2007; Neto, 2007; Ramos, 2008; Soobrattee, y col.,

2006).

OH
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Pelargonidina Cianidina Peonidina
OH
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Delfinidina Petunidina Malvidina

Figura I. 4 Estructuras de algunas antocianinas. (ubuscientia, 2014)

Las antocianinas son responsables de color morado, pero tienen la
desventaja de ser inestables y susceptibles a la degradacién (Maatta y col.,
2001; Slimestad y Solheim, 2002), su baja estabilidad térmica es un aspecto

importante a considerar cuando se selecciona la técnica de secado.
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1.3.2 Acido Ascérbico

La vitamina C es de gran importancia para la nutricion del hombre,
cumple un rol beneficioso para la salud (antioxidante, biosintesis de colageno,
respuesta inmune, absorcion de metales) (Spinola y col., 2012). Comprende un
grupo de compuestos con actividad bioldgica; el acido L-ascorbico (AA) es la
forma mayoritaria bioldgicamente activa de AA es un nutriente altamente
inestable presentando pérdidas inmediatamente después de la cosecha,
degradandose reversiblemente a la forma L-Dehidroascorbico (DHA) y luego al

acido diketogulonico (DKG) (Figura 1.5; Spinola y col., 2012).
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Figura I. 5 Reduccion del acido Dehidroascoérbico (DHA) a acido L-ascoérbico

(L-AA) por ditiotreitol (DTT) (Spinola y col., 2012).

1.4 Estabilidad y preservacion de los alimentos
Los alimentos son considerados sistemas que interactuan con el entorno
y se modifican con el tiempo, su estabilidad fisica, quimica y microbiolégica

esta intimamente ligada a su contenido de agua.
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1.4.1 Contenido de agua

El contenido de agua de un alimento se refiere a toda el agua presente,
comprendiendo el agua libre que es la fraccibn de agua congelable, tiene
movilidad molecular y esta disponible para participar en las reacciones de
deterioro de los alimentos; y el agua ligada que corresponde a la porcion de
agua no congelable a -40°C y esta fuertemente unida al alimento por puentes
de hidrégeno. Debido a las diferencias existentes en las interacciones entre el
agua y los componentes no acuosos, se ha observado que alimentos con el
mismo contenido de agua presentan una estabilidad diferente (Fennema,

2000).

1.4.2 Actividad acuosa

La actividad acuosa (ay) es una de las herramientas mas importantes en
la prediccién de la calidad y estabilidad de los alimentos (Tonon y col., 2009) y
se define como la relacion entre presion de vapor de agua pura (Ph20) Y la

presidon de vapor de agua del alimento (Pajimento) @ la misma presion (Ec. 1.1).

aw — Palimento (|1)
PH20

Esta igualdad se presenta en condiciones ideales y equilibrio
termodinamico. Para alcanzar el equilibrio, hay una transferencia de masa de
agua entre el alimento y el entorno, llegando a valores iguales de a, a

temperatura y presion constante (Roos, 1995).
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La figura 1.6 muestra la variacién de la estabilidad de los alimentos con
aw. (Adaptado de Labuza y Altunakar, 2007). La mayoria de las bacterias
crecen a a, = 0.9 mientras que las levaduras y los hongos lo hacen a 0.87 y
0.80 respectivamente. Las velocidades de reaccidon minimas durante la
desorcién se encuentran en el limite de las zonas | y Il de la isoterma (a,, 0.20-
0.30), siendo esta la zona de mayor estabilidad de los alimentos; todas las
reacciones excepto las oxidativas, se mantienen en dicho minimo si los valores
de a, disminuyen (Labuza y Altunakar, 2007). Durante la desorcién, el
contenido de agua en que la velocidad es minima, que se encuentra en primer

lugar, es el contenido de agua de la «kmonocapa BET» (Fenemma, 2000).
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Figura I. 7. Mapa de estabilidad de los alimentos en funcion de ay, (I; II; I11)

zonas de la isoterma de sorcién. (Adaptado de Labuza y Altunakar, 2007).
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1.5 Liofilizacion

Es un método de secado que permite la produccion de estructuras de
carbohidratos completamente amorfas; involucra la congelacion del agua
presente en el material, seguido de la deshidratacion por sublimacion del hielo
(Roos, 2010); minimizando las reacciones de deterioro como consecuencia de
la reduccion de la actividad acuosa, permitiendo obtener productos de
excelente calidad, mejor que los obtenidos por otros tipos de secado (Peréz,

2010)

Las bajas temperaturas del proceso menores a la temperatura ambiente
permiten obtener productos termolabiles (propensos a cambios de estructura,
textura y pérdida de aromas debido a altas temperaturas) con un dafio minimo.
(Barbosa-Canovas y col.,, 2000). La figura 1.7 muestra un esquema de las

etapas del proceso de liofilizacion.

| Secado Primario |_0| Secado Secundario |

T < Tsolidificacién l

[ Sublimacion del Hielo | Beshacion de agua

por desorcién

Calor latente
(Lsublimacién)

Remocidonde agua ‘

Temperatura (°C)

t1 t2 t3

Figura I. 8. Etapas del proceso de liofilizacién (Adaptado de Barbosa-Canovas

y col., 2000; Pérez; 2010).
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a) Congelacion:

Los materiales son congelados por debajo de la temperatura de

solidificacion, formando cristales de hielo.

b) Secado primario:

Se consume gran cantidad de calor latente de sublimacién durante el
cambio de estado; las moléculas subliman y pasan a la fase vapor,
disminuyendo la temperatura del producto congelado. Durante esta etapa el
secado es rapido, se elimina el agua libre congelada que constituye la mayoria
del agua presente en el alimento fresco. La sublimacion del hielo genera una

capa porosa.

c) Secado secundario:

Una vez que se elimind el hielo del alimento se inicia el secado
secundario, donde el agua parcialmente ligada al material sera removida por
desorcion. El producto debe mantenerse a temperaturas por debajo de los
30°C para evitar el colapso, proteger los compuestos bioactivos y mantener sus

caracteristicas organolépticas.

La liofilizacién del alimento se termina cuando toda el agua libre y ligada
ha sido removida, obteniendo productos con 1-3% de humedad. En la figura 1.8
se muestra la estructura formada durante el proceso de liofilizacién. En el paso
de pre-liofilizacién una fase sélida vitrea concentrada por congelacién con

particulas atrapadas (componentes solidos, fase dispersa, células, etc.).
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La estructura sélida vitrea se mantiene durante el proceso de deshidratacion
con el fin de evitar el flujo viscoso y el colapso. El sélido deshidratado forma
membranas alrededor de los espacios vacios dejados por los cristales de hielo

que retienen los componentes atrapados (Figura 1.8; Roos, 2010).

Fase soluto Membranas vitreas
no congelada Hielo de soluto Poros

. .. . SUBLIMACION

Material congelado Material liofilizado

Particulas atrapadas

Figura l. 9. Formacion de la estructura durante la liofilizacién
(Adaptado de Roos, 2010).

1.6 Adicion de coadyudantes

Son sustancias, excluidos aparatos y utensilios, que no se consume como
ingrediente alimenticio por si misma y que se emplea intencionadamente en la
elaboracion de materias primas, alimentos o sus ingredientes, para lograr
alguna finalidad tecnolégica durante el tratamiento o la elaboracion, pudiendo
dar lugar a la presencia no intencionada, pero inevitable, de residuos o
derivados en el producto final (FAO, 2008). Las maltodextrinas son productos
de que se obtienen a partir de la hidrolisis del almidén, consiste en unidades de
a-D-Glucosa unidas principalmente por enlaces glucosidicos 1-4 y se
caracterizan por su equivalente de dextrosa (DE) (Tonon y col.,, 2009);

parametro que expresa el grado de hidrolisis.
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Los polisacaridos como maltodextrina MD pueden ayudar a mejorar la
palatabilidad como agente enmascarador del amargor y reducir la sensacion de
astringencia inducida por los compuestos polifendlicos de los alimentos y

bebidas (Ley, 2008; Troszynska y col., 2010).

Estupifian y col. (2011), reportaron que la adicion de MD DEy, a polvos
liofiizados de Cassis mejora la estabilidad del color y los antioxidantes
presentes. La maltodextrina es el carbohidrato mas comun usado como matriz
para encapsulacién, protegiendo contra los cambios fisicoquimicos indeseables

(Roos, 1995; Galmarini y col., 2009; Sanchez y col., 2013).

1.7 Bebidas en polvo

El jugo en polvo es una bebida con sabor a frutas, originalmente
formulado en Estados Unidos por General Foods Corporation (Ablin, 2013). El
Caodigo Alimentario Argentino (Res. Conjunta SPYyRS N° 009 y SAGPA N° 106

del 6.03.00), define los jugos en polvo como:

“Se entiende por bebidas sin alcohol o bebidas analcohdlicas, las bebidas
gasificadas o no, listas para consumir, preparadas a base de uno o mas de los
siguientes componentes: jugo, jugo y pulpa, jugos concentrados de frutas u
hortalizas, leche, extractos, infusiones, maceraciones, percolaciones de
sustancias vegetales contempladas en el presente Coédigo, asi como

aromatizantes /saborizantes autorizados.”
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En el caso especifico del jugo en polvo, se describe al producto como:
“Preparaciones de los tipos utilizados para la elaboracion de bebidas
analcohdlicas elaboradas con un 20% como minimo de jugos o zumos de fruta
sus equivalentes en jugos concentrados o adicionados en forma de polvo o

cristales (R.2289/92 ex-ANA)”.

Los jugos en polvo son la categoria de bebidas sin alcohol que mas han
crecido. Desde el 2004, la categoria tuvo un alza promedio del 18% anual, y se

esperaba un crecimiento a dos digitos en el afio 2015 (Ablin, A., 2013).

1.7.1 Propiedades de los productos en polvo

El término polvos alimentarios representa una gama muy amplia de
productos que difieren en su composicidén quimica y caracteristicas fisicas
(Peleg, 1977); las propiedades como la forma y densidad de las particulas,
junto con la viscosidad y densidad, la concentracion y el estado de dispersion,
gobiernan la tasa de rehidratacién de los polvos (Barbosa-Canovas y col.,
2005) y afectan la fluidez de cualquier polvo (Peleg, 1977).

El flujo de un polvo es el movimiento del seno de particulas sobre particulas
vecinas o a lo largo de la pared del recipiente que las contiene; involucra
fuerzas gravitatorias, de friccién, cohesivas y adhesivas (Peleg, 1977). Los
polvos pueden ser no-cohesivos (de flujo libre) donde las fuerzas entre
particulas son consideradas insignificantes o cohesivos donde estas tienen un

papel importante en el comportamiento mecanico del lecho del polvo.
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La mayoria de los polvos alimenticios pueden considerarse no-cohesivos
cuando estan secos y su tamafo de particula es mayor a 100 uym; si no estan
protegidos evitando la absorcion de humedad principalmente, se convierten en
cohesivos con facilidad (Peleg, 1977). Bajo condiciones especiales como
absorcion de humedad, temperaturas elevadas o presion estatica podrian

desarrollarse fuerzas reduciendo la fluidez.

1.7.2 Deterioro de productos en polvo

El fendmeno de deterioro a bajos contenidos de humedad, donde un polvo
fluido forma un material pegajoso resultando en una pérdida de funcionalidad y
calidad del producto, ha sido denominado “Caking” (Aguilera y col., 1995).
Se inicia con la deformacion de la superficie y la aparicion de puentes entre
particulas, formando grumos que se desintegran faciimente; seguido de la
consolidacion irreversible de los puentes y la presencia de estructuras
aglomeradas.

Posteriormente hay una pérdida pronunciada de estructura con un
engrosamiento de los puentes entre particulas, pasando al colapso total del
producto donde desaparecen los puentes como resultado de la licuefaccion de
la muestra y solubilizan de fracciones de bajo peso molecular (Aguilera y col.,

1995).
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1.8 Isotermas de sorcion de alimentos deshidratados

El estado del agua en los alimentos es de gran importancia ya que
afecta su estabilidad microbiolégica y quimica. Las isotermas de sorcion de
agua son herramientas termodinamicas importantes para predecir las
interacciones entre el agua y los componentes de un alimento; describen la
relacion entre la actividad acuosa (ay) y el contenido de humedad de equilibrio
(W¢), proporcionando informacién util para operaciones como el secado,
envasado y almacenamiento de alimentos (Lomauro y col., 1985). Pueden ser

de dos tipos (Figura 1.9):

o Isotermas de adsorcion: se obtienen exponiendo un material seco a
varias atmosferas de creciente humedad relativa y midiendo la ganancia
de peso debido a la adsorcion de agua.

o Isotermas de desorcion: se parte de un material humedo expuesto a las
mismas humedades relativas y se registra la pérdida de peso (Al-

Muhtaseb y col., 2002).

Desorcién

Adsorcion

Contenido de humedad

1 1 1 1 1
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Actividad Acuosa (aw)

Figura l. 10 Isoterma de sorcion generalizada para alimentos
(Adaptado de Al-Muhtaseb y col., 2002).
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Estos procesos no son completamente reversibles y pueden tomar
caminos diferentes, es decir, para un contenido de humedad determinado el
valor de actividad acuosa es menor para la desorcion que para la adsorcion,

este fendmeno recibe el nombre de histéresis (Fennema, 2000).

Las isotermas de sorcion pueden ser divididas en tres zonas (Fennema, 2000):

a) Zona de monocapa (l): donde se presenta la maxima velocidad de
oxidacion de lipidos (ay= 0-0.2). El agua presente en esta zona es la
mas fuertemente sorbida y la de menor movilidad (agua ligada). Se

comporta como parte integrante del sélido.

En el limite entre las zonas | y Il corresponde al contenido de humedad de
la “monocapa de BET”, corresponde aproximadamente a la cantidad de
agua necesaria para formar una monocapa sobre los grupos altamente

polares y accesibles de la materia seca.

b) Zona multicapa (ll): Se presentan interacciones agua-agua y agua-
solido. El agua afnadida ocupa sirios de la primera capa que aun

permanecen libres.

El agua afadida en el limite de | y Il ejerce una significativa accion
plastificante, asociada con el comienzo del proceso de solubilizacion y el

aumento en la velocidad de la mayoria de las reacciones de deterioro.

c) Zona (Ill): Aparicion del agua libre a,20.8, tiene capacidad solvente y es
facilmente utilizable por los microorganismos para su actividad bioldgica,

crecimiento y multiplicacién.
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1.8.1 Tipos de isotermas

Brunauer y col., (1940) clasificaron las isotermas de sorcion en 5 tipos. El
tipo | es la isoterma de Langmuir y el tipo Il es la isoterma de forma sigmoidal,
no hay nombres especificos para los otros 3 tipos (Figura 1.10). Las isotermas
de la mayoria de los alimentos presentan una forma sigmoidal y se clasifican

como isotermas de tipo Il.

La mayor parte del agua en los alimentos frescos ejerce una presion de
vapor cercana a la del agua pura; este nivel de presion de vapor se mantiene
hasta que el contenido de humedad disminuye cerca del 22%, donde ya no es
suficiente para mantener la presion de vapor aproximada a la del agua y se
observa una caida de presion como si estuviera en solucion (Al-Muhtaseb y

col., 2002).

3 / 3 (v)

0 a, 0 By

Figural. 11 Tipos de Isoterma de sorcién (Al-Muhtaseb y col., 2002).
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Los cambios en la humedad relativa de esta ultima fraccion de agua
(22%) en los alimentos deshidratados resulta en la forma sigmoidal
caracteristica de la isoterma. En los alimentos ricos en componentes solubles,
como los azucares, se observa un comportamiento tipo Ill, debido a la

solubilidad en agua (Al-Muhtaseb y col., 2002).

1.9 Transiciones de fase

Los alimentos son estructuras complejas con caracteristicas
fisicoquimicas dependientes de su composicion (agua, lipidos, hidratos de
carbono y proteinas), de las interacciones entre los componentes y agentes
externos como la temperatura y presion durante el procesamiento y del
almacenamiento al que sean sometidos. Las transiciones de fase son cambios
de estado en la movilidad molecular de los materiales que tienen efectos

significativos sobre las propiedades fisicas (Roos, 2010).

1.9.1 Solido amorfo

Un soélido amorfo se obtiene cuando las moléculas del soluto se
inmovilizan mediante un congelamiento o deshidratacion rapidos (liofilizacion y
secado spray); el sistema experimenta un rapido aumento en la viscosidad y
disminucién en la movilidad molecular. Las moléculas no pueden reordenarse y
alcanzar configuraciones de equilibrio, permaneciendo de forma desordenada y
amorfa. Dependiendo de la temperatura, el sélido amorfo puede encontrarse en
estado vitreo o gomoso, el pasaje de un estado a otro depende de una

temperatura denominada transicion vitrea (T4) (Galmarini; 2009).
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Figura I. 12 Esquema obtencion sélidos amorfos.

1.9.2 Transicién vitrea

La transicion vitrea es una de las caracteristicas fisicoquimicas mas
importante de los solidos amorfos; de gran importancia en el control del
procesamiento y estabilidad de alimentos deshidratados. Es una transicion de
segundo orden siendo un proceso reversible, en el cual un sdlido en estado
vitreo de alta viscosidad se calienta por encima de un rango de temperatura
donde se comporta como un liquido subenfriado (estado gomoso) de menor

viscosidad (Roos, 2010).
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Figura I. 13 Transicion vitrea. Entalpia de varios estados de los materiales y

cambios en la capacidad calorifica (Adaptado de Roos, 2010).

Las variaciones en la entalpia con la temperatura para los estados
vitreos y gomosos muestran que la transicion vitrea esta asociada a los
cambios en la capacidad calorifica (Figura 1.12); sin embargo, no se puede
identificar una sola temperatura para el cambio de capacidad calorifica (Roos,
2010). El rango de temperatura al en el que ocurre el cambio de estado vitreo-
gomoso se denomina Temperatura de transicion vitrea (Tg). Pequefios
aumentos por encima de Ty resultaran en cambios apreciables en las
caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales como la textura y el color del
producto (Roos, 2010; Tonon y col., 2010). Los plastificantes son pequefias
relativamente pequenas (no volatiles) que disuelven las sustancias. El agua
ejerce un efecto plastificante en los alimentos, se ha observado que la Tg

disminuye con el aumento del contenido de agua.
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1.10 Diagrama de estado

El diagrama de estado representa la relacion entre el contenido de agua
del alimento, la temperatura de transicion vitrea y la actividad acuosa; se
obtiene representando en forma conjunta los resultados predichos por modelos

matematicos de la relacion Tg/humedad y aw/humedad (Figura 1.13).

100 ! :

#) Cristalizacion Contenido de agua ]

80 dependiente (g/100 g de solidos) 1

del tiempo e 3
60 106 o
—_ Regidén de transicion vitrea . Q
g—’ 40 (Parametros criticos para el B g
T“‘ almacenamiento; dependencia 4 o
=-=- 20 con la temperatura) .E 0.4 a
® ] ]
g ° T 15
g iti °C) @
g -20 aw critico (25°C) : 4
T 40 102
= Contenido de agua ] =

critico (25°C) 7

-60 3

‘80 L L I ‘ Il L L L i 1 I L i 1 1 ] 0
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Contenido de agua (g/100 g de sdlidos)

Figura I. 14 Diagrama de estado de lactosa a 25°C. Representacién conjunta

de Gordon & Taylor y el modelo de GAB (Adaptado de Roos, 2010).

Usando este diagrama para una temperatura de almacenamiento
determinada se puede conocer los valores de actividad acuosa critica (ayC) y
contenido de humedad critico (W.C) que delimitan el proceso de transicion del
estado vitreo al gomoso y por ende la humedad relativa ambiente del producto
a dicha temperatura. Los diagramas de estado son de utilidad para la seleccién
de los parametros del proceso y la evaluacion de las condiciones de

almacenamiento de polvos alimenticios (Rahman, 2006).
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1.11 Evaluacion sensorial de alimentos

Las caracteristicas sensoriales de los alimentos pueden ser percibidas
por los 6rganos sensoriales (oido, ojos, nariz, lengua y piel) cuando interactuan
con el medio o el objeto, permitiendo establecer criterios de seleccion y
evaluacion como la calidad global de un alimento. Cada sentido se encuentra
vinculado a sus propios receptores y vias neurales que los asocian a la mas
compleja estructura del cerebro. En la periferia los receptores para un sentido
determinado responden a un especifico tipo de estimulacion que es unico a
cada sistema; trasmitiendo la informacién adquirida al cerebro donde ocurre la

integracion (Stone y col., 2004).

Los alimentos son complejas fuentes de estimulacion y esta no sera exclusiva
de un solo sentido como la vision o el gusto. (Stone y col., 2004; Kemp y col.,

2009).

El proceso sensorial se inicia por la presencia de un estimulo externo
(agente fisico o quimico) que actua sobre los 6rganos sensoriales generando
una respuesta o sensacion, seguido de su posterior interpretacién por parte del
evaluador (Figura 1.14); este proceso ha sido definido como percepcion

sensorial (Sancho y col., 1999).
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Figura I. 15 Esquema del sistema sensorial.

Varias definiciones se han establecido para el concepto de “Analisis
sensorial”. Segun la division de evaluacion sensorial del Instituto de tecnélogos
de los alimentos (1975): “Un método cientifico usado para evocar, medir,
analizar e interpretar respuestas de productos percibidas a través de los
sentidos de la vista, olfato, tacto, gusto y audicion” (Anonymous, 1975; Kemp y
col., 2009).

Otra definiciéon es la dada por la norma UNE 87-001-86: “Es el examen
de las propiedades organolépticas de un producto, realizable con los sentidos”

(Ibanez y Barcino, 2001).
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1.11.1 Ensayos de evaluacion sensorial

En la tabla 1.2 se presentan los tres tipos de ensayos sensoriales mas

comunmente usados, cada uno con diferente propdsito y realizados por

evaluadores seleccionados bajo distintos criterios (Lawless, y Heymann, 2010).

Tabla I. 2 Clasificaciéon de los ensayos en la evaluacion sensorial.

Clasificaciéon Pregunta de interés Tipo de Caracteristica del
ensayo panelista
Seleccionados por
¢, Se perciben los agudeza sensorial,
Discriminacién productos diferentes Analitico orientado a probar
de alguna forma? el método, algunas
veces entrenado.
Seleccionados para
¢,Coémo los agudeza sensorial y
productos difieren en motivacion,
Descriptivo Analitico
una caracteristica entrenados o
sensorial especifica? altamente
entrenados.
¢ Qué tanto gusta un Seleccionados por
Afectivo producto o cual Heddnico producto. No

producto se prefiere?

entrenados.

(Adaptado de Lawless y Heymann, 2010)

1.11.1.1 Pruebas de discriminacion

Son métodos ampliamente usados para determinar si hay diferencia (o

similitud) entre dos 0 mas muestras que no presentan diferencias obvias y

requieren ser investigadas.
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Son rapidos y pueden ser realizados por asesores con 0 sin experiencia; sin
embargo, el panel no debe estar conformado por una combinacion de ambos

(Kemp y col., 2009).

Uno de los ensayos clasicos en este grupo es el Test de triangulo, donde
se enfrentan dos productos iguales y uno diferente; a los evaluadores se les
pedira seleccionar la muestra diferente. Otro ensayo de diferencia de seleccion
multiple es el Duo-Trio, en este caso una muestra de referencia es entregada
junto a dos muestras para evaluar, siendo una de ellas igual a la referencia. Un
tercer ensayo es el ensayo de comparacion pareada, en el cual se les pide a
los participantes que elijan cual de los dos productos es mas intenso para un

atributo dado (Lawless y Heymann, 2010).

1.11.1.2 Pruebas descriptivas

Este conjunto de técnicas caracteriza las propiedades sensoriales de un
producto, su intensidad y ocurrencia en el tiempo, pudiendo generar una
descripcion mas precisa de un producto, a la vez de poder cuantificar

diferencias sensoriales entre muestras (Kemp y col., 2009).

Stone y col., (2012) definieron estos métodos como “Métodos que
proporcionan una descripcion cuantitativa de productos, obtenida desde las
percepciones de sujetos calificados. Es una descripcion sensorial completa,
teniendo en cuenta todas las sensaciones que son percibidas (visuales,
auditivas, olfatorias, cinestésicas, etc.) cuando el producto es evaluado” (Stone

y col., 2012; Stone H., 2015).
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El método descriptivo de mayor aplicacién es el Analisis Descriptivo
Cuantitativo (QDA; Quantitative Descriptive Analysis) y esta basado la habilidad
que tienen los evaluadores para verbalizar las percepciones de un producto en
forma confiable; incluye un procedimiento de entrenamiento formal, el
desarrollo y uso de un lenguaje sensorial y la puntuacion de productos en
varias pruebas para obtener una descripcién sensorial cuantitativa (Stone H.,

1992).

Un método que requiere mayor entrenamiento y es usado cuando se
quiere evaluar una sola muestra es el denominado Spectrum. La
caracterizacion proporciona informaciéon sobre los atributos sensoriales
percibidos y las intensidades de cada uno de ellos utilizando estandares para
cada atributo. Las intensidades percibidas son registradas en escalas
universales o absolutas, que permiten una comparaciéon de intensidades
relativas de diferentes atributos con un producto evaluado (Mufioz y Civille;
1992).

El propdsito de este método es que los perfiles obtenidos sean
entendidos y wusados universalmente; proporciona atributos estandar
(vocabulario), cada uno con un conjunto de estandares que definen una escala
de intensidades, usualmente de 0 a 15, que puede ser medida con una escala
lineal de 15 cm o registrando como numeros consecutivos (Meilgaard y col.,
1991). El panel de Spectrum es entrenado en apariencia, aroma/fragancia,
sabor y textura para la evaluacion en cada modalidad; describiendo
detalladamente cada atributo para un producto y sus intensidades (Mufioz y
Civille; 1992). La seleccion de los atributos a medir no es realizada por

consenso de los evaluadores, sino que ha sido previamente definida.
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1.11.1.3 Pruebas afectivas

Las pruebas afectivas mas comunmente utilizadas son la heddnica que
proporciona una medida de cuanto gusta y la de preferencia que determina
cual producto es preferido (Stone, 2015), aplicando para su medicion la escala
hedonica de 9-puntos y la comparacion por pares, respectivamente (Stone,

2004).

Escala Hedénica:

Esta escala de 9-puntos (la mas usada) es uno de los métodos
sensoriales de mayor utilidad para medir la preferencia de un producto; es
facilmente entendida por los consumidores inexpertos con una instruccion
minima y los resultados son reproducibles con diferentes grupos de sujetos
(Stone, 2004).

La escala hedoénica asume que las preferencias de los consumidores
existen como un continuo y que la preferencia puede ser categorizada por
respuestas basadas en el gusto o disgusto (Lawless y Heymann, 2010). Este
meétodo tiene como ventaja que proporciona una indicacion temprana y poco
costosa acerca del potencial del producto; sin embargo, requiere un gran
numero de evaluadores (mayor a 75) y la respuesta obtenida es un juicio
pasivo dado que el nivel de aceptabilidad no significa que haya intension de

compra (Stone, 2015).
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Atributos de diagnéstico:

La recopilaciéon de informaciéon adicional sobre la percepcion de los
consumidores acerca de los atributos sensoriales permite esclarecer porqué les
gusta o no un producto. Una de las herramientas comunmente usadas para
este fin es la escala JAR (Just about right) que combina juicios heddnicos y de
intensidad; es de tipo bipolar con dos marcas opuestas (muy poco/demasiado)
en los extremos y un punto central que permite estimar el punto 6ptimo de un
atributo (Lawless y Heymann, 2010). Su desventaja es que la percepcion de

“Optimo” varia para cada individuo (Kemp y col., 2009).

1.11.1.4 Métodos dinamicos

La percepcion de la intensidad de los atributos sensoriales de los
alimentos cambia a través del tiempo, la naturaleza dinamica de las
sensaciones de los alimentos surge de los procesos de masticacién, salivacion,
deglucion y respiracion (Lawless y Heymann, 2010).

La mayoria de las técnicas empleadas en la evaluacién sensorial son
mediciones estaticas, en las cuales se le exige al evaluador que integre la
evolucion de la sensacién percibida y la resuma en un valor unico; la
informacion obtenida permite evaluar y caracterizar un determinado alimento en
la mayoria de los casos (Galmarini, 2009). Sin embargo, algunos productos
presentan modificaciones notorias en sus caracteristicas en funcion del tiempo,
siendo necesario el conocimiento de la cinética de aumento de la sensacion,
decrecimiento de la percepcion y persistencia en el tiempo (Zamora y col.,

1998).

53



Capitulo I. Introduccion

Teniendo en cuenta la dinamica de la percepcion, el método de
Intensidad vs Tiempo (IT) fue desarrollado por Larson-Powers y Pangborn
(1978) para medir la intensidad y duracién de diferentes soluciones dulces,
amargas, acida y sabores; las sensaciones persistentes inducidas por los
endulzantes (Ujikawa y Bolini; 2004), compuestos amargos (Pangborn y col.,
1983), y compuestos trigeminales como el mentol (Gwartney y Heymann, 1996)
han sido investigados usando esta técnica (Labbe y col., 2009). Estos métodos
proporcionan la posibilidad a los evaluadores de calificar la sensacién percibida
a través del tiempo; la mayoria de las intensidades de las sensaciones
percibidas aumenta y eventualmente algunas de estas disminuyen (Lawless y
Heymann, 2010).

Cuando se hace un estudio IT se obtiene informacion detallada para una
muestra en particular; incluyendo la intensidad maxima (Imax), €l tiempo maximo
en alcanzar Inax (tmax), €l de duracion total de la percepcion (DUR), el tiempo en
que la percepciéon decae en un 50% (tsomax), velocidad y forma del incremento
de la intensidad hasta el punto maximo o pendiente de aumento de la
intensidad (Rinc), la pendiente de decrecimiento de la misma (Rqgec) Y €l area

bajo la curva (AUC).

En la figura 1.15 se ejemplifica una curva de Intensidad vs tiempo y los

parametros comunmente usados.
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Intensidad

DUR (Duracion total)=t final — t inicial
AUC (Area bajo la curva)

Imax |«
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v

Tiempo
t inicial t max t final

Figura I. 16 Ejemplo de una Curva de Intensidad vs tiempo (Adaptada de

Lawless y Heymann, 2010).

La evaluacion por la metodologia IT esta limitada a uno o dos atributos
sensoriales al tiempo, por esta razon otras técnicas han sido propuestas

(Labbe y col., 2009).

La metodologia de Sensacién Temporal Dominante (STD) fue
desarrollada en el “Centre des Sciences du Godlt et de I'Alimentation” en el
laboratorio LIRIS en 1999 (Pineau y col., 2009). Estos estudios se realizan en
un periodo de tiempo determinado, consisten en la identificacion y en algunos
casos la puntuacion de la intensidad de las sensaciones percibidas como

dominantes hasta que la percepcion termina.

Los evaluadores deben seleccionar cual es el nuevo atributo dominante
que perciben cuando cambia la sensacion (Di Monaco y col., 2014). Se definio

“Dominante” como la sensacion que captura la mayor atenciéon o la nueva
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sensacion que aparece a un tiempo dado, sin ser necesariamente la mas

intensa (Labbe y col, 2009; Pineau y col, 2009; Di Monaco y col, 2014).

El método de STD hace posible obtener informacién temporal para mas
de 10 atributos durante una evaluacién; por encima de este limite es dificil para
el evaluador mantener en mente todos los atributos simultdneamente durante la

evaluacion (Pineau y col, 2009).

Pineau y col., (2009) observaron que el tiempo necesario para

familiarizar al panelista con el procedimiento de STD fue de tres sesiones.

En el calculo de las curvas de STD se considera cada atributo por
separado; para cada valor de tiempo se registra la proporcién de la corrida
(Evaluador®replicado) correspondiente al atributo elegido como dominante
(Pineau y col., 2009). Estas proporciones son suavizadas y graficadas en

funcién del tiempo para obtener las curvas STD (Figura 1.16).

56



Capitulo I. Introduccion

Atributo A

Dominancia

panelista 1 replica 1

panelista 1 replica 2

panelista 2 replica 1

panelista 2 replica 2

panelista 3 replica 1

panelista 3 replica 2

panelista 4 replica 1

"""—i—
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panelista 4 replica 2

Atributo A

>

Curvas
suavizadas de
la velocidad de

dominancia en

Vel. de dominancia

el tiempo

tiempo

Figura . 17 Ejemplo de metodologia para cuantificar curvas STD. (Adaptado

de Schlic, 2012; Centre des Sciences du Golt et de I’Alimentation).

La superposicion de las curvas SDT de todos los atributos de un producto
determinado, corresponde a la representacion del perfil de STD de dicho

producto (Schlic, 2012).
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1.12 Objetivo General

Un analisis general acerca de las tendencias del mercado de bebidas en

los ultimos afos, marca un cambio en las preferencias del consumidor hacia
productos no alcohdlicos, naturales y saludables, con aromas y sabores
innovadores.
Las infusiones de Yerba mate y los jugos de frutas como Cassis contienen altos
niveles de polifenoles, flavonoides, vitamina C y antocianinas que proporcionan
beneficiosos para la salud y por consiguiente podrian ser utilizados como
ingredientes en la elaboracion de bebidas con propiedades funcionales.

El objetivo de este proyecto es desarrollar una bebida instantanea
saludable de alta palatabilidad a partir de infusiones de Yerba mate y Cassis de
manera de que las ventajas nutricionales de estos ingredientes lleguen a un
gran numero de consumidores.

Para cumplir con el objetivo propuesto se desarrollaron diferentes
formulaciones y se evaluaron sus caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas,
en la figura 1.17 se presenta el esquema guia de las etapas desarrolladas

durante este estudio.
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Figura I. 18 Esquema de evaluacidn sensorial y fisicoquimico; y seleccion de la

bebida en polvo a base de Yerba mate y Cassis.
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Capitulo Il Obtencion de Bebidas
Analisis y caracterizacion sensorial

2.1 Introduccion

La Yerba mate y el Cassis son considerados fuentes de compuestos
bioactivos como los polifenoles, antocianinas, acido ascérbico, entre otros; los
potenciales beneficios para la salud de dichos compuestos han impulsado
nuevos desarrollos en la industria alimentaria, aumentando la demanda de
productos con alta palatabilidad, requisito critico para cualquier alimento con

alto contenido de polifenoles.

El sabor amargo de la infusibn de Yerba mate y la sensacion de
astringencia provocan una reaccion negativa en el consumidor cuando se
percibe a altas intensidades (Jaeger y col., 2009; Lesschaeve y Noble, 2005).
La intensidad percibida de ambos atributos aumenta con el contenido del

material herbaceo presente en la infusion (Calvifio y col., 2012).

A pesar del gran valor nutricional del Cassis, su consumo se dificulta por
las altas intensidades de los atributos acidez y astringencia. Tanto los acidos
organicos como la relacion entre el azucar y los componentes acidos afecta la
intensidad de acidez; otros compuestos como algunos glucdsidos de flavonol
(Kaempferol-3-O-(6"-manlonyl) glucésido; Miricetina-3-O-galactosido y un
glucésido de kaempferol desconocido) contribuyen a la intensidad de la
astringencia (Samdell y col., 2009). Otros compuestos presentes en el Cassis
son las antocianinas, responsables del intenso color morado caracteristico del
fruto; sin embargo, son inestables y altamente susceptibles a la degradacion

(Maatta y col., 2001; Slimestad y Solheim, 2002).
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En los estudios de calificacion con consumidores es importante
identificar las propiedades que mejoran la aceptabilidad para una futura
optimizacion del producto. La escala de punto justo (JAR) puede ser aplicada
para obtener informacién acerca de atributos especificos (dulzor, acidez,
amargor, astringencia, etc.), brindando una idea de la porcion de consumidores
que perciben una muestra de cierto modo y permite la determinacion de la
intensidad de un atributo considerado ideal para un producto dado (Costell y
col., 2010).

Otros autores han indicado que la escala JAR puede ser usada junto con
la escala hedonica en pruebas de consumidores para proporcionar informacion
para la optimizacion de alimentos (Gacula y col., 2008; Xiong y Meullenet,
2006). Sin embargo, tiene algunas limitaciones porque los consumidores no
estan entrenados para describir propiedades sensoriales y pueden asignar la
misma palabra para diferentes significados. El uso de esta escala asume que
todos los consumidores entienden a qué se refiere el atributo citado. En otras
palabras los consumidores deben de conocer o tener idea del atributo en
cuestion (Lawless y Heymann, 2010). Por esta razén en este estudio la escala
JAR fue usada combinandola con la definicion exacta del atributo para

aumentar la comprension.

La exposicion repetida puede incrementar la preferencia por un alimento
en particular (Lesschaeve y Noble, 2005). Stein y col., (2003) reportaron que un
cambio positivo se presentd después de la exposicion a una bebida agridulce
por 7 dias y este proceso puede facilitarse por un gusto apetecible como el

dulzor.
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El poder de la exposicidon repetida para cambiar las preferencias de los
nifios por algunos alimentos fue establecida por (Cooke y col., 2007), hay poca
informacion en la literatura sobre la influencia de la repeticion en la intencién de
compra.

Las expectativas de los consumidores para un nuevo alimento o bebida
pueden ser también exploradas teniendo en cuenta las emociones que estos
productos generan. Es generalmente conocido que las elecciones de
alimentacién humana son afectadas y asociadas a las emociones (Desmet y
Schifferstein, 2008; Hanoch ycol, 2007). Manzocco y col., (2013) estudiaron la
respuesta emocional a ensaladas de fruta con diferentes niveles de calidad
visual analizando el pardeamiento de la fruta, contenido microbiano, y
aceptabilidad global visual. Las ensaladas de fruta mas desagradables
cambiaron el estado emocional de los participantes, que se sintieron menos
tranquilos, amigables y mientras mas agresivos, tristes y disgustados en la
presencia de ensaladas podridas.

Diferentes procesos involucrados en la descomposicion de los alimentos
como la masticacion, salivacion, movimientos de la lengua, y la deglucion estan
relacionados con la naturaleza dinamica de las sensaciones percibidas durante
el consumo de los alimentos (Lawless y Heymann 2010). Algunos estudios han
reportado que pequenas diferencias en el perfil sensorial de un producto solo

se observan después de degustaciones repetidas (Zorn y col., 2014).

Las metodologias dinamicas como los ensayos Intensidad-tiempo (IT)
permiten identificar la percepcion sensorial de la intensidad para atributo
especifico y el monitoreo de los cambios en dicha percepcion durante la

evaluacion de un producto determinado (Lee y Pangborn, 1986; Pineau y col.,
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2009; Lawless y Heymann 2010; Cadena y Bolini, 2011); ha sido aplicada en
una gran variedad de productos como bebidas (Larson-Powers y Pangborn,
1978; Francois y col.,, 2006; Le Révérend y col., 2007) goma de mascar
(McGowan y Lee, 2006; Galmarini y col., 2015), helados de vainilla (Cadena y
col., 2010), endulzantes (Zamora y col., 1998; Calvifio y col., 2000).

Otra metodologia dinamica reciente es el analisis de la Sensacién
Temporal Dominante (STD), que permite evaluar simultdneamente varios
atributos en un tiempo dado y obtener la secuencia de las sensaciones,
permitiendo establecer la dinamica de la percepcion tras consumir un producto
(Le Révérend y col., 2007; Labbe y col., 2009).

Ha sido aplicada en el estudio de los perfiles dinamicos de bebidas a
base de frutas como el Cassis (Ng y col., 2012) y de naranja endulzadas con

diferentes tipos de edulcorantes (Zorn y col., 2014).

Durante este trabajo se realizaron diferentes etapas, la primera de estas
incluyo la evaluacion de la aceptabilidad, atributos de diagndstico e intension
de compra de diferentes formulaciones de una nueva bebida en polvo. Se
analizé el efecto de la exposicidon repetida, basado en la hipétesis de que el
consumo repetido puede contribuir a una calificacidn mas positiva de la bebida
y a un aumento en la intencion de compra.

Una aproximacién preliminar fue realizada para correlacionar los niveles
de aceptabilidad de la nueva bebida con la identificacién de los consumidores

de su estado emocional en relacién a la exposicion repetida.
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En una etapa posterior, se aplicaron diferentes metodologias sensoriales
para lograr los ajustes en la formulacion para satisfacer los requerimientos del
consumidor, mejorando la aceptabilidad y optimizando los atributos sensoriales.
Finalizando con la caracterizacion sensorial de la bebida en polvo, por medio
de técnicas de cuantificacion estaticas, perfiles dinamicos y el analisis del
efecto de la ingesta multiple sobre su aceptabilidad simulando condiciones de

un consumo habitual.
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2.2 Objetivos especificos

VI.

VII.

VIII.

Seleccionar el tipo de fruta, formulacién y liofilizacion de bebidas en
polvo.

Determinar del nivel de aceptabilidad global, el punto 6ptimo para los
atributos y la intencion de compra de una nueva bebida en polvo a base
de Yerba mate y Cassis con propiedades saludables y alta palatabilidad.
Medir el efecto de la exposicion repetida sobre la aceptabilidad y la
percepcion de los atributos de las bebidas. La hipétesis planteada fue si
la ingesta repetida podia contribuir a una evaluacion mas positiva de la
bebida incrementando la intencién de compra.

Determinar qué atributos contribuyen en mayor medida al gusto/disgusto
del consumidor provocando un cambio emocional evocado después de
haber probado la bebida.

Evaluar la actitud de los consumidores frente a un producto novedoso
teniendo en cuenta la edad de los participantes.

Determinar la concentracién ideal de la infusidon de yerba usada en la
formulacion de bebidas en polvo.

Ajustar la concentracion de polvo liofilizado en la formulacion de bebidas
en polvo; mejorar los atributos de aroma y dulzor por medio del
agregado de aromas en polvo y edulcorante.

Analizar el perfil sensorial del producto final; determinar el perfil dinamico
del producto final usando la metodologia “Sensacién Temporal
Dominante” (STD); estudiar el efecto de la multiple ingesta sobre la

aceptabilidad usando la metodologia dinamica “Intensidad vs Tiempo”.
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2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Seleccion de la fruta y del aromatizante (ensayos preliminares):

Para seleccionar la fruta a utilizar se consideraron (a) sabores ya
utilizados por los consumidores en la elaboracién del “terere” tales como:
pomelo rosado, 0 mezclas de naranja-banana-frutilla y (b) otras con sabores no
convencionales (arandano, cassis y sauco) de manera de obtener productos
novedosos que permitan aumentar las posibilidades de comercializacidén de la
Yerba mate.

Se preparé una infusion de Yerba mate comercial (120 g/L |.
paraguariensis, St. Hil; La Uniéon Suave, Argentina) mediante calentamiento a
100°C durante 15 min. Luego de un periodo de decantacion (15 min, 25°C) el
sobrenadante filtrado se mezclé con uno de los siguientes jugos de fruta

comerciales en una relacion 1:1:

a) Pomelo rosado (2 g/ 0.1L)

b) Naranja-Banana-Frutilla (2.5 g/ 0.1L)
c) Jugo de Arandano sin diluir

d) Jugo de Cassis (54 g/ 0.1L)

e) Jugo de Sauco (54 g/0.1L)

Se realiz6é una evaluacién preliminar con el fin de analizar las mezclas y
descartar las que provocaran algun nivel de rechazo en los atributos de color,
textura, viscosidad, sabor y aroma. La evaluacién se llevé a cabo con un panel

de 20 participante no entrenados.
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Los resultados indicaron que, aunque el color de la bebida preparada
con una mezcla de naranja/bananalfrutilla era bueno, tenia poco cuerpo
(viscosidad) y el predominio del sabor de la infusidbn de Yerba mate era
excesivo. Las combinaciones con jugo de pomelo se descartaron porque el

color fue rechazado por los evaluadores.

Las mezclas preparadas con jugo de Arandano (c), de Cassis (d) o de
Sauco (e), se caracterizaron por tener muy buen aspecto y un color llamativo,
que enmascard el tono de la infusion de Yerba mate. Sin embargo, los
productos elaborados con (c) y (e) resultaron insipidos y de bajo dulzor. En
base a estos resultados se concluy6 que el Cassis era la mejor materia prima

para el desarrollo de las bebidas en polvo.

Para definir un aroma que complementara la formulacién de las bebidas,
la combinacién de la infusién de Yerba mate y Cassis se mezclé con aromas
comerciales (Lavanda, Menta y fruto tropical; 0.01% v/v). El andlisis sensorial
del sabor y aroma de estas mezclas indic6 que los mejores puntajes
correspondieron a bebidas de Yerba mate/Cassis aromatizadas con “Frutos
tropical ” seguido por aquellas conteniendo “Lavanda” mientras que las bebidas

aromatizadas con Menta presentaron los niveles mas bajos.
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2.3.2 Elaboracion de la bebida en base a Yerba mate/ Cassis

2.3.2.1 Materias primas:

Cassis (Ribes Nigrum): Para la preparacion de las bebidas se utilizo
Cassis producido en condiciones organicas (Cs; Ribes nigrum cv. Silvergieter)
proveniente de Chacras Cuyen, El Bolson, Chubut, Argentina, cosechada en
enero de 2012 almacenadas a -20°C por 270 dias. La fruta fue descongelada
24 h antes de la preparacion de la bebida y procesada en una pulpera industrial

(Filtro con diametro de poro: 2mm).

Yerba mate (llex paraguariensis, St. Hil.): Las infusiones de Yerba
mate (YMI; se prepararon calentando distintas concentraciones de hojas (La
Unién Suave, Argentina) a 100°C durante 15 min. El sobrenadante se decanto
por 15 min a 25°C, filtr6 y almacend a 4°C hasta la preparacion de las mezclas

(el mismo dia).

Otros ingredientes: Se us6 Maltodextrina dextrosa equivalente 10 (MD
DE+o; Productos de Maiz, Buenos Aires, Argentina) como coadyuvante de la
liofilizacidén, azucar comercial (LEDESMA, Argentina); edulcorante artificial
(HILERET Clasico; ciclamato 5700 mg/100 g; sacarina 2000 mg/100 g); aromas

comerciales fruto tropical y frutos rojos (Firmenich, Argentina).
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2.3.3 Etapa 1: Evaluacion de la aceptabilidad de un nuevo producto y el
efecto de la exposicion repetida

Aunque consumir infusiones de Yerba mate es un habito en Argentina,
su combinacion con Cassis no se encuentra actualmente en el mercado. Por
este motivo para obtener una bebida en polvo con buena palatabilidad a partir
de esa combinacion fue necesario realizar un desarrollo en varias etapas.

Este estudio se inici6 evaluando la relacion 6ptima entre las materias
primas YMI/Cs por medio de un analisis sensorial. Debido a que el producto a
desarrollar es innovador en el mercado, se evaluo la aceptabilidad global, los
atributos de diagndstico, la intencidon de compra y el impacto sobre el estatus
emocional de los consumidores. Ademas, se investigd el efecto del consumo

repetido (exposicion repetida) sobre la aceptabilidad del producto.

2.3.3.1 Determinacion de la relacion de los componentes (YMI/Cs)

Para seleccionar la relacién de YMI/Cs se considerd que esta era una
bebida a base de Yerba mate con agregado de Cassis. Por lo tanto, YMI era el
ingrediente principal y la cantidad de Cs incorporada estaba limitada por su
bajo pH que imparte una acidez excesiva en el producto.

La suma de los dos componentes (base humeda) tenia que ser 80% ya
que el 20% restante corresponde a la Maltodextrina (MD DE4o) usada como
coadyuvante para la liofilizacion, aroma, azucar y edulcorante.

En la figura 1 se presenta el diagrama de obtencién de las bebidas en
polvo a base de infusiones de Yerba mate (120 g/L) y pulpa de Cassis (B1, B2
y B3). Los rangos usados para las mezclas de YMI/Cs fueron de 50-70% y de

30-10% para YMI y Cs respectivamente.
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La combinacién 70:10 fue descartada debido a su baja viscosidad y su color
verde-café que resulto poco atractivo durante los ensayos preliminares. Los
consumidores percibieron la bebida como un jugo en funcién de su viscosidad y
color. Las proporciones YMI/Cs (% p/v) de las mezclas fueron: M1= 50/30, M2=
60/20, M3= 60/20. El nivel de azucar de M1 y M2 fue 5% p/v, en el caso de M3
se utiliz6 4.95% p/v de azucar y 0.05% p/v de edulcorante comercial. Todas las
muestras tenian 15% de MD DEq y 0.01% v/v de aroma comercial fruto tropical

(Figura 1).

2.3.3.1.1 Liofilizacion:

Las muestras M1, M2 y M3 se congelaron 24 horas a -20°C antes de ser
liofiizadas a temperatura ambiente en un equipo liofilizador FIC L1-1-E300-
CRT (Buenos Aires, Argentina) operado a —35 °C y vacio por debajo de 100um.
Los polvos obtenidos (B1, B2 y B3) se envasaron en peliculas de
poliamida/polietileno (70 um) y se almacenaron a -18°C hasta su uso (Figura
1).

Este mismo protocolo de liofilizacion se utilizé para obtener todas las
bebidas en polvo durante este estudio. Para calcular el rendimiento de

liofilizacidon (%R), se usé la siguiente expresion:

%R = [%] 100 Ec. 1.

Donde, P, es el peso del polvo liofilizado (g) obtenido a partir de 100 mL

de muestray P, es el peso de 100 mL de muestra (g).
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Figura 1. Diagrama de proceso de obtencién de las bebidas en polvo a base de
Yerba mate y Cassis (B1, B2, B3).
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2.3.3.2 Discriminacién sensorial entre muestras

Las pruebas de discriminacién son fundamentales antes de un ensayo
con consumidores. De tal manera, que solo sean evaluadas las formulaciones

que se perciben sensorialmente diferentes (Lawless y Heymann, 2010).

2.3.3.2.1 Test del triangulo - Caracterizacion de la diferencia

Con el propodsito de determinar si las muestras se percibian diferentes y
poder identificar la causa de esas diferencias, se aplicd el Test del triangulo
con caracterizacion de la diferencia segun la descripcion de ASTM (1977).
Este método combina el método basico del triangulo con técnicas de
caracterizacion sensorial que pueden proporcionar informacion sobre la
naturaleza de las diferencias encontradas. El método consiste en presentar las
tres muestras codificadas indicando que dos de ellas son iguales y una
diferente. Los evaluadores, ademas de elegir la muestra diferente, tienen que
seleccionar los atributos que percibieron distintos a partir de una lista de

descriptores sensoriales que caracterizan el producto a evaluar.

Procedimiento

Este estudio se realizd con un panel de 30 personas no entrenadas (10
hombres y 20 mujeres; 20-23 afios de edad; estudiantes de Ingenieria de
Alimentos de la Facultad de Ciencias Agrarias, Pontificia Universidad Catdlica
Argentina, UCA). Se presentaban las tres muestras (B1, B2 y B3) y una lista de

caracteristicas sensoriales con su correspondiente definicion (tabla 1).
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Tabla 1. Definiciones de los atributos usados para el Test del triangulo -

Caracterizacion de la diferencia.

Atributo Definicion
Sensacion de gusto estimulada por el contenido de
Acidez
acidos en frutas citricas como el limon.
Sensacion dulce estimulada por azucares como
Dulzor sacarosa y otras sustancias edulcorantes
(sacarina).
Sensaciones de contraccion, arrugamiento, secado,
y aspereza de la mucosa bucal provocadas por la
Astringencia precipitacion de las proteinas de la saliva al
combinarse con los compuestos fendlicos
presentes en infusiones de té, mate y el vino.
Aroma nasal Olor percibido por olfateo de la muestra.
Consistencia, peso o densidad percibida al colocar
Cuerpo/Viscosidad

la muestra en la boca.

La tarea consistia en elegir la muestra diferente y seleccionar los
atributos que caracterizaban la diferencia. Cada evaluador realizé tres
triangulos por duplicado, enjuagandose la boca entre triangulos. Las
evaluaciones se realizaron en cabinas individuales con iluminacién de luz

blanca (6500 K; figura. 2).
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Figura 2. Cabinas individuales para evaluaciones sensoriales. Laboratorio de

analisis sensorial de alimentos, Facultad de Ciencias Agrarias, UCA.

2.3.3.3 Pruebas heddnicas - Estatus emocional - Exposicion repetida
Diferentes metodologias en analisis sensorial son usadas con el fin de
evaluar la aceptabilidad y preferencia de los consumidores, siendo la escala

heddnica una de las mas conocidas (Lawless y Heymann, 2010).

2.3.3.3.1 Escala Hedodnica de 9-puntos

En la escala Hedonica de 9-puntos se usan las palabras “Gusta” y
“Disgusta” modificadas por los adverbios ligeramente, moderadamente,
muchisimo y extremadamente, para indicar los grados de aumento de la
respuesta. El punto central “Me es indiferente”, es el punto neutro que marca la
inflexion de la respuesta (Lawless y Heymann, 2010). Un ejemplo de este tipo

de escala se muestra en la tabla 2.
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Tabla 2. Escala Heddnica de 9-puntos para evaluar agrado o desagrado.

Me gusta extremadamente
Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Me gusta ligeramente

Me es indiferente

Me disgusta ligeramente

Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho

= N W & O O N 00 ©

Me disgusta extremadamente

2.3.3.3.2 La Escala de punto justo (JAR: Just about right)

La escala de punto justo o punto éptimo se usa generalmente en las
etapas iniciales del desarrollo de un producto, con el fin de optimizar los niveles
de ingredientes claves como por e€j. el azucar (Lawless, 2013).

Esta escala tiene dos marcas semanticamente opuestas (ej. Demasiado
dulce/Poco dulce) y un punto central que corresponde al punto justo o nivel
ideal del atributo para cada consumidor (Lawless, 2013).

La definicibn de un producto ideal tiene dos componentes: uno
relacionado con la percepcion sensorial (e]. el ideal usado como referencia) y
otro con la connotacion hedénica (ej. el ideal como el producto mas
satisfactorio) (Varela y Ares, 2014). En esta escala, el consumidor califica la
intensidad de cada atributo para un determinado producto, indicando si es
poco, ideal o demasiado intenso comparado con su concepto de intensidad

ideal (Varela y Ares, 2014).
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A partir de los resultados obtenidos se puede modificar la intensidad de
algun atributo, aumentando su nivel si es percibido como “Muy poco” o
disminuirlo si es percibido como “Muy intenso”, siendo reconocida como una

herramienta direccional (Moskowitz, 2004).

La escala JAR asume que todos los consumidores comprenden las
caracteristicas del atributo a evaluar; por esta razon, en este trabajo se utilizé
combinada con una lista de las definiciones de los atributos (Tabla 1) a fin de

aumentar el consenso entre los consumidores.

2.3.3.3.3 Intencion de compra

La evaluacion de la intencion de compra permite entrever la posibilidad
de que el producto sea adoptado por el consumidor conociendo cual seria su
decision luego de probar la muestra (Hussain y col., 2011).

La eleccion de un producto depende de su capacidad para suscitar
consecuencias deseables en el consumidor. Los atributos de un producto no
son relevantes por si mismos, sino sélo en la medida en que generen en el
consumidor deseos de volver 0 no a consumirlo.

Krutulyte y col., (2011) demostraron que los consumidores estan mas
interesados en la compra de alimentos enriquecidos donde la combinacion de

ingredientes parezca mas natural que artificial.

La estrategia de proporcionar informacién relacionada con la salud
puede contribuir a una evaluacion mas positiva de algunos productos,

particularmente en relaciéon con la intencién de compra (Casati y col., 2012;
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Tuorila y Cardello, 2002). La medicion de la intencion de compra de las bebidas

en polvo se realizé6 empleando una escala de intervalos de 5-puntos (tabla 3).

Tabla 3. Escala de 5-puntos para evaluar intencion de compra.

Seguramente lo compraria 5
Probablemente lo compraria 4
Tal vez si, tal vez no lo 3
compraria

Probablemente no lo compraria 2
Seguramente no lo compraria 1

La medida tuvo un caracter orientativo, debido a que no representd una
situacion real de compra para los consumidores, ya que no existe una bebida

similar en el mercado para comparar precios, empaque y lugar de compra.

2.3.3.3.4 Estatus emocional

Las expectativas de los consumidores frente a nuevos alimentos o
bebidas pueden ser exploradas teniendo en cuenta las emociones que estos
generan (Desmet y Schifferstein, 2008; Hanoch, y col., 2007).

Una emocion es cualquier evaluacion a corto plazo, afectiva, intencional,
psicoldgica, incluyendo la felicidad, tristeza, disgusto y otros sentimientos
internos; mientras que el estatus emocional o estado de animo, es un estado
afectivo generalizado temporal pero relativamente prolongado (Edwards y col.,
2013; Gibson, 2006).

Las emociones pueden ser observadas en dos dimensiones: como
positivas versus negativas, y placentero versus no placentero (King y

Meiselman, 2010).
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Desmet y Schifferstein (2008) y King y Meiselman (2010) mostraron que
los consumidores califican sus experiencias con alimentos con emociones
positivas mas que con negativas. Esto se atribuye a la disposicion afectiva
positiva hacia la degustacion de comida y al hecho de que los productos

alimenticios estan disefiados para atraer a los consumidores.

2.3.3.3.5 Influencia de la exposicion repetida

El consumo repetido de un alimento puede aumentar su nivel de
preferencia (Lesschaeve y Noble, 2005). Stein y col., (2003) obtuvieron un
incremento en el nivel de aceptabilidad después de siete dias de exposicion a
bebidas agridulces, y que este proceso podia ser facilitado por modificadores
de la palatabilidad como endulzantes.

En este estudio se realizd una aproximacion preliminar para
correlacionar el nivel de aceptabilidad con la identificacion del estatus

emocional y la exposicion repetida.

2.3.3.3.6 Diseno sensorial
Se evalué la aceptabilidad global, los atributos de diagnéstico, la
intencion de compra y estatus emocional de las bebidas en polvo B1, B2 y B3,

a través de cuatro sesiones (Se), tomandose la primera sesion como control.
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Preparacioén y presentacion de muestras:

Las formulaciones de bebidas en polvo B1, B2 y B3 se reconstituyeron a
su peso original con agua potable (180 g/L) y acondicionaron a una
temperatura final de 10°C. Las bebidas (10 mL) se sirvieron en vasos plasticos
de 5 cm de diametro, codificados con combinaciones de tres digitos al azar y
presentados a los participantes en orden aleatorio por sujeto y sesion.
Adicionalmente, se proporcion6é agua mineral para enjuagarse la boca entre

muestras.

Participantes:

Cien participantes (70 mujeres, 30 hombres) con edades entre 25 y 63
(M= 38.1, SD=10.9) de la facultad de Ciencias Exactas de la Universidad
Nacional de la Plata y el Centro de Investigacién y Desarrollo en Criotecnologia
de los Alimentos (CIDCA), La Plata, Argentina, participaron voluntariamente en
el experimento.

Se inform6 a los consumidores de que “La nueva bebida saludable
contenia un alto nivel de compuestos con capacidad antioxidante” y de sus
beneficios para mantener la buena salud.

Esta informacion pretendia promover una sensacion de bienestar fisico y
mental sin connotaciones medicinales (Stein y col., 2003). Los participantes
informaron cual era su frecuencia de consumo de jugos de fruta y Yerba mate,
y cuan importante era para ellos incluir bebidas saludables en su dieta.

Aunque todos los participantes consumian infusiones de Yerba mate
diariamente y jugo de fruta una vez por semana, los de mayor edad mostraron

mayor interés por las bebidas saludables.
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Procedimiento

Las determinaciones se hicieron durante cuatro semanas consecutivas y
en cada sesion todos los participantes evaluaron las muestras utilizando una
planilla individual para cada muestra (ANEXO A1), sin el conocimiento de que
las tres bebidas eran las mismas en cada sesion. Los participantes evaluaron

secuencialmente las bebidas B1, B2 y B3 con el siguiente procedimiento:

a) Grado de aceptabilidad global utilizando una escala hedodnica de 9-
puntos, donde los extremos y el punto neural corresponden a “me
disgusta mucho” (1), “me gusta mucho” (9), y "ni me gusta ni me
disgusta” (5).

b) Atributos de diagndstico (acidez, dulzor, astringencia, aroma vy
viscosidad/cuerpo) (Tabla 1) con una escala de punto justo (JAR), con
marcas en ambos extremos: +4= demasiado y -4= muy poco, y un punto
central (0, 6ptimo).

c) Intencién de compra utilizando una escala de 5-puntos partiendo de
”Ciertamente no lo compraria” (1) a "ciertamente lo compraria” (5).

d) Descripcidn del estatus emocional después de probar las muestras:
seleccionar al menos tres términos de una lista de 12 palabras
(bienestar, disqusto, familiaridad, tristeza, miedo, frescura, angustia,
simpleza, relax, enojo, alegria y sorpresa). La palabra bienestar fue
seleccionada por que esta relacionada con la salud y su definicion
contiene varios términos usados por King y Meiselman (2010) para
describir las emociones relacionadas con alimentos (activo, energético,

bueno, feliz, interesante, satisfecho y seguro).
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e) Los otros términos fueron relacionados con emociones basicas y con las
principales caracteristicas de las bebidas.

El orden de las palabras fue el mismo para todos los participantes, a

quienes se les pidid indicar como se sentian después de consumir las

muestras. La medida se llevé a cabo al final de la evaluaciéon de aceptabilidad

global, diagndstico de atributos e intension de compra.

2.3.4 Etapa 2: Ajuste del atributo de diagndstico Astringencia (Seleccion
de la concentracion de Yerba mate en la infusién (YMI))

Dado que la astringencia puede provocar reacciones negativas en los
consumidores cuando se percibe a intensidades altas, se buscé disminuir esta
sensacion analizando el efecto de la concentracion de Yerba mate en la
aceptabilidad y el perfil de atributos de la bebida (Calvifio y col., 2012).

Para mejorar la calidad del polvo liofilizado obtenido en la etapa anterior,
se decidio liofilizar la mezcla de las infusiones de Yerba mate y la pulpa de
Cassis (YMI/Cs) con la adicion de 15% (p/v) de MD1 y de aroma (FT; 0.01%
v/v) e incorporar el azucar y edulcorante al polvo liofilizado.

Este cambio permiti6 obtener productos con mejores caracteristicas
fisicas, facil manipulacién y flexibilidad para modificar las formulaciones. En el
caso de B4, B5 y B6 las muestras se utilizaron sin liofilizar en estudios

sensoriales comparativos. En la tabla 4 se muestran las formulaciones.
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Tabla 4. Modificaciones realizadas en la formulacion de la bebida en polvo a

base de Yerba mate y Cassis.

Concentracion .
s . o Reconstitucion Sacarosa Edulcorante
Liofilizado  de la infusion (%)* (% piv)** (% p/v)*
YMI [g/L] o op °op
B3(b) Si 120 18 495 0.05
B4 NO 120 e 495 0.05
B5 NO 90 495 0.05
B6 NO 60 - 495 0.05
B7 SI 60 18 495 0.05

* g de polvo YM/Cs liofilizado/ 100mL.
** g de azucar:edulcorante/ 100 mL YMI/Cs reconstituido.

2.3.4.1 Agrupamiento con descripcion

Los métodos de agrupamiento (Sorting Task) son un procedimiento
simple para la recoleccién de informacién, en los cuales los asesores agrupan
las muestras que se perciben en forma similar. Se basan en el proceso
cognitivo natural de clasificacion usado en la vida diaria, que no requieren una
respuesta cuantitativa (Chollet y col., 2011). Para realizar el ajuste del atributo
diagnostico “Astringencia”, se aplicé el método de agrupamiento con
descripcion (Sorting task with description); los participantes reciben una serie
de muestras y se les pide que las agrupen de acuerdo a caracteristicas que

posean en comun formando diferentes grupos (Lawless y Heymann, 2010).
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Procedimiento

Cuarenta estudiantes (24 mujeres, 16 hombres; entre 23 y 30 afios) de

la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de la Plata

participaron del estudio. Se les presentaban cinco muestras por duplicado:

B3(b) (([YMI]= 120 g/L liofilizada); B4 (([YMI]= 120 g/L sin liofilizar); B5 ([YMI]=

90g/L sin liofilizar); B6 ([YMI]= 60 g/L; sin liofilizar) y B7 ([YMI]= 60 g/L

liofilizada) (véase tabla 4). La tarea consistidé en agrupar las muestras segun

alguna caracteristica que tuvieran en comun (ANEXO A3). Para esto se les

proporciono una lista de descriptores con su definicion (tabla 5).

Tabla 5. Lista de descriptores y su definicion usada durante el ensayo de

agrupamiento.

Descriptor Definiciéon
Acidez Sensacion producida por soluciones acuosas de sustancias
acidas como el acido citrico.
Amargor | Sensacion producida por soluciones acuosas de sustancias
como la cafeina.
Dulzor Sensacion producida por soluciones acuosas de azucares
como la sacarosa.
Astringencia | Combinacion de sensaciones como contraccion, sequedad y

aspereza en la boca.

Frutos rojos

Asociado al Arandano, Cassis, Moras.

Citrico Asociado a una impresion general a frutos citricos.
Compota | Asociado a frutas cocidas.

Especiado | Asociado a especias (vainilla, anis, clavo, canela, pimienta).
Frutal Asociado a frutas como meldn, pera, manzana. No citrico.
Fruto Asociado al maracuya (fruto de la pasion).

tropical
Hierbas Asociado a hierbas que se perciben pero no se pueden
identificar individualmente.

Yerba mate | Asociado a la infusion de Yerba mate.

Color Intensidad de color.
Brillo Que refleja la luz.
Viscosidad | Consistencia o densidad en la boca provocada en la lengua

por la bebida.
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Todas las muestras fueron preparadas con agua potable (Tabla 4) vy
acondicionadas a una temperatura final de 10°C; servidas en vasos plasticos
de 5 cm de diametro codificados con combinaciones de tres digitos al azar y

presentados en orden aleatorio.

2.3.5 Etapa 3: Ajuste de la concentracion de polvo liofilizado en la bebida

y de los atributos dulzor y aroma.

A través de los ensayos sensoriales y fisicoquimicos se observo que era
necesario realizar diferentes ajustes para obtener la bebida en polvo final y
optimizar el rendimiento del proceso. El primer ajuste a realizar fue la
concentracion de polvo liofilizado a usar en la formulacién, seguido de un

cambio en el dulzor y aroma.

2.3.5.1 Evaluacién de la concentracion final de polvo liofilizado YMI:Cs
en la bebida en polvo
Para la determinacidon de la concentracion ideal de la mezcla en polvo
liofilizada YMI/Cs en la bebida final, ochenta consumidores evaluaron tres
formulaciones preparadas con 90 (B8), 60 (B9) y 45 (B10) g polvo liofilizado/L,
manteniendo constantes los porcentajes (p/v) de aroma, azucar y edulcorante.

La tabla 6 muestra las formulaciones utilizadas.
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Tabla 6. Variacién en la concentracion de polvo (YMI/Cs) en la bebida.

Muestra gg;’;gr‘:ga:’;olg Sacarosa Edulcorante Aroma F.P
0, * 0, * (1) *
bebida ( g/L) (% p/v) (% p/v) (% p/v)
B8 90 495 0.05 0.010
B9 60 495 0.05 0.010
B10 45 4.95 0.05 0.010

*g /100 mL YMI/Cs reconstituido.

Cada consumidor recibido las tres bebidas codificadas al azar con
combinaciones de tres digitos y presentadas en orden aleatorio. La medicion se
realizé empleando una escala de punto justo de 9-puntos, donde se considero
el centro como el punto 6ptimo o ideal.

Los atributos evaluados fueron dulzor, aroma, cuerpo (viscosidad en

boca) y color (ANEXO A3).

2.3.5.2 Ajuste de dulzor y aroma ideal

A partir de los resultados del ensayo anterior se procedié a mejorar el
dulzor y aroma de la muestra con la concentracién ideal de polvo liofilizado.

Un panel de 40 consumidores (25 a 50 anos; 12 hombres y 18 mujeres)
evalué la aceptabilidad global de 3 formulaciones (B8, B9 y B10) con
modificaciones en el tipo de aroma (Frutos tropical /Frutos Rojos) y en los
niveles de edulcorante y aromatizante (Tabla 7) usando una escala heddnica

de 9 puntos (1= me disgusta mucho; 9= Me gusta mucho).
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El dulzor y aroma se analizaron mediante una escala de punto justo
(JAR); ubicando las tres muestras en cada escala de acuerdo a sus

preferencias (ANEXO A4).

Tabla 7. Variacion en la concentracion de aroma y edulcorante para la bebida

en polvo.
Concentracion  sacarosa
Muestra  Polvoenla . i Aroma (%) Edulcorante
bebida (g/L) (% p/v) (% piv)
Fruto tropical
B9 60 4.95 (0.01% V/v previo 0.05
liofilizacion)
60 4.95 Frutos rojos
B (0.10 p/v)* 0.05
60 4.95 Frutos rojos
B12 (0.10 p/v)* 0.10

* g/ 100 mL YMI/Cs reconstituido.

Los resultados obtenidos para el atributo aroma, se corroboraron
mediante una evaluacion donde los 40 consumidores probaron la muestra
seleccionada sin modificar y con una variacion en la concentracion de aroma

(B13; 0.12% (p/v)), usando las mismas escalas (ANEXO A4).
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2.3.6 Etapa 4: Caracterizacion sensorial de la bebida en polvo final

2.3.6.1 Perfil descriptivo cuantitativo

El perfil descriptivo cuantitativo se realizé aplicando el método Spectrum
dado que solo se caracterizé la formulacion final de la bebida en polvo. Este
meétodo de analisis descriptivo se ha empleado en la evaluacion de una gama
de productos que incluye alimentos, bebidas y cuidado personal.

Consiste en una caracterizacion descriptiva completa y detallada de los
atributos sensoriales y sus intensidades, que son registradas en comparacion a
estandares disefiados para cada atributo (Mufioz y Civille, 1992).

Las caracteristicas sensoriales son medidas usando términos
seleccionados de un vocabulario predefinido y estandarizado. La intensidad
percibida se cuantifica usando escalas de 15 cm que pueden ser universales o
especificas para un determinado producto, con sefales en varios puntos
definidas por referencias que incluyen productos de marcas conocidas en el
mercado. Los panelistas reciben un entrenamiento usando referencias

previamente cuantificadas para cada atributo.

Lider del panel

El lider del panel es la persona responsable de la preparacion y
administracion de las sesiones de entrenamiento y evaluacion, incluye la
preparacion de la muestra y zona de evaluacién, el liderazgo del grupo,
monitoreo del progreso del panel, y recoleccion, analisis e interpretacidén de los

datos descriptivos (Mufioz y Civille, 1992).
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Evaluadores:

La seleccion de los evaluadores se hizo basada en el interés, actitud
positiva, salud, disponibilidad y habilidad en evaluacién sensorial. Todos los
panelistas tenian conocimiento previo en técnicas de evaluacion sensorial y de

la muestra a evaluar (participacién en ensayos anteriores).

El lider entrevistdé personalmente cada panelista para investigar su
interés y compromiso con el proyecto, disponibilidad horaria, problemas de
salud que puedan afectar las pruebas, habilidades verbales y capacidad de
trabajo en equipo.

El panel se integré con 20 participantes (11 hombres y 9 mujeres; 25 a
36 afios, M = 30.1, SD = 3,37) del Centro de Investigacion y Desarrollo en
Criotecnologia de Alimentos (CIDCA) con conocimientos en areas de desarrollo

y analisis de alimentos.

Preparacion y presentacion de la muestra:

La bebida fue preparada con agua potable y acondicionada a 10°C en el
mismo dia en el que se realizaba la evaluacion. Todos los participantes
recibieron inicialmente 15 mL de muestra en vasos plasticos de 5 cm de
didmetro, y agua para realizar enjuagues bucales cuando fuera necesario.

En algunas sesiones fue necesario brindar a los panelistas mas volumen

de bebida y agua para finalizar la medicién.
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2.3.6.1.1 Diseno y procedimiento

Los panelistas seleccionados en Ila entrevista participaron
voluntariamente en ocho sesiones durante cuatro semanas, en las cuales se
definieron los atributos sensoriales caracteristicos de la bebida final, se
entrenaron en el uso de escalas, reconocimiento y cuantificacion de atributos

utilizando estandares.

2.3.6.1.1.1 Orientacion global y generacion de atributos (Sesion inicial)
En la primera sesion, el lider de panel realizé una orientacion global para
todos los panelistas, donde se presentd la muestra a evaluar, se expusieron los
fundamentos técnicos de los principales atributos (dulzor, acidez, amargor,
astringencia) y otra terminologia. Adicionalmente, se consideraron los tiempos
y cronogramas de medidas y discusion necesarios para el desarrollo de los
ensayos. En la segunda etapa de la sesién se buscd definir los atributos
caracteristicos de la bebida en polvo, partiendo del conocimiento de algunos
atributos sensoriales registrados durante el desarrollo de las formulaciones
anteriores. Para obtener un perfil aproximado de la muestra y que los
panelistas se familiaricen con el producto, se aplicdé la metodologia semi-
cuantitativa perfil CATA (Check All That Apply, por sus siglas en inglés) (Ares y
Jaeger, 2015), utilizando términos que solo describieran la muestra y no
estuvieran asociados a respuestas hedodnicas. Los evaluadores reciben una
lista con términos y se les pide que tilden todos los atributos que describen

mejor su experiencia con la muestra.
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Todos los participantes recibieron la muestra, una planilla y una lista
informativa con diferentes descriptores y sus definiciones (Tabla 8), con el fin
de guiarlos y unificar conceptos. Se informd que podian usar cualquier otro
descriptor que no estuviera presente en las planillas si lo consideraban
necesario.

Los panelistas debian marcar todos los atributos que consideraran
correspondientes y adicionalmente estimaran la intensidad de los mismos en

una escala de 3-puntos (poco, medio y mucho) (ANEXO A5).

Tabla 8. Descriptores y sus definiciones usados durante la evaluacion CATA de

la bebida en polvo final.

Apariencia
Descriptor Definicion
Color Intensidad de color.
Viscosidad Consistencia o densidad en la boca por la sensacién

producida por la muestra.

Brillo Que refleja la luz

Uniformidad No presencia de particulas en suspension; separacion de
fases (precipitado)

Gustos basicos y sensaciones bucales

Dulce Sensacion producida por soluciones acuosas de azucares
como la sacarosa.

Acido Sensacion producida por soluciones acuosas de sustancias
acidas como el acido citrico.

Amargo Sensacion producida por soluciones acuosas de sustancias
como la cafeina.

Astringencia Combinacién de sensaciones como contraccion,
arrugamiento, sequedad y aspereza en la boca.
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Sabores y aromas

Aroma total
(retronasal)

Intensidad de aroma percibido con el producto en boca.

Frutos rojos
(nasal)

Asociado al Arandano, Frutilla, Moras.

Cassis (nasal)

Asociado a pulpa fresca de Cassis

Yerba mate
(nasal)

Asociado a la infusidon de Yerba mate.

Citrico (nasal)

Asociado a una impresion general a frutos citricos.

Compota
(nasal)

Asociado a frutas cocidas.

Frutal (nasal)

Asociado a frutas como meloén, pera, manzana. No citrico.

Fruto tropical

Asociado al maracuya (fruto de la pasion).

(nasal)

Frutos rojos Asociado al Arandano, Cassis, Moras.

(retronasal)

Cassis Asociado a pulpa fresca de Cassis producto en boca
(retronasal)

Yerba mate Asociado a la infusién de Yerba mate producto en boca
(retronasal)

Citrico Asociado a una impresion general a frutos citricos producto
(retronasal) en boca

Dulce Sensacion producida por soluciones acuosas de
(edulcorante) | edulcorantes producto en boca.

(retronasal)

Frutal Asociado a frutas como melén, pera, manzana. No citrico.
(retronasal)

Producto en boca.

Fruto tropical
(retronasal)

Asociado al maracuya (fruto tropical ). Producto en boca

Regusto

Regusto
amargo

Gusto amargo que deja la muestra después de ser tragada

Regusto
astringente

Gusto astringente que deja la muestra después de ser
tragada
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2.3.6.1.1.2 Reconocimiento de estandares y entrenamiento en uso de
escalas (sesiones 2, 3)

En una segunda sesion, se presento al panel una serie de estandares
que representan algunos de los atributos sensoriales del producto. Entre ellos
se incluyeron sustancias caracteristicas de los gustos basicos y astringencia,
asi como las materias primas utilizadas en la bebida “pulpa de Cassis y
extracto de Yerba mate”.

Los panelistas fueron familiarizados con la escala usada en el método
Spectrum, la cual consistié en una linea de 15 cm (extremos “0= Nada” o “15=

Maximo”; Munoz y Civille, 1992).

Cada panelista recibié diferentes concentraciones de las soluciones
estandar y se les indicé que cada concentracidn correspondia a un valor
marcado en las escalas de 0 a 15 cm para los diferentes atributos (ANEXO AB6).
Los panelistas debian probar cada solucidén y asociar su ubicacién en la escala
con ayuda de la informacioén presentada en la tabla 9. Esta sesion se repitid

con el fin de asegurar la unificacion de puntuacion de todos los panelistas.

Para la ubicacion de las intensidades sobre las escalas se utilizaron
soluciones de sustancias estandares de los gustos basicos y astringencia
(sacarosa, acido citrico y cafeina grado alimentario y una solucion de té
comercial). Asimismo, se presentaron las planillas con los valores de intensidad

correspondientes segun las sugerencias de Meilgaard y col., (1991).
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Para definir las intensidades de los aromas se ubicé a las
concentraciones de los componentes usados durante el desarrollo de la bebida
(YMI/Cs) en el valor maximo de la escala. En el caso del color, la intensidad
mas alta (15) correspondia al de la pulpa de Cassis concentrada. Los atributos
propios de la apariencia de la bebida reconstituida se definieron a partir de la
informacion recopilada con el grupo de panelistas y de resultados de sesiones

anteriores.

Tabla 9. Valores de intensidad (0 a 15) de los atributos comunes en las bebidas

en polvo a base de Yerba mate y Cassis.

Atributo Estandar Valor en la escala
Dulce Solucién sacarosa (p/v)

2% 2

10% 10
Acido Solucién &cido citrico (p/v)

0.05% 2

0.15% 10
Amargo Solucién cafeina (p/v)

0.05% 2

0.15% 10

Astringencia  Solucion de Te

1 bolsita de Té sumergida 1 h 6.5
Dulce Solucién edulcorante (p/v)
(edulcorante) 0.10% 15
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Aromas

Frutos rojos Aroma Frutos rojos (p/v)0.10%
(nasal)

Cassis (nasal) Pulpa de Cassis concentrada
Yerba mate Infusion Yerba mate

(nasal) 60g de yerba /L

Citrico (nasal) Aroma citrico (p/v) 0.10%

Fruto tropical Aroma FP (p/v) 0.01%

(nasal)

15

15

15

15

15

Apariencia
Color Intensidad de color. Claro (0) Oscuro (15)
Viscosidad Consistencia o densidad en Poco (0) Mucho (15)

la boca por la sensacién

producida por la muestra.
Brillo Que refleja la luz

Uniformidad Ausencia/Presencia de
particulas en suspension;

separacion de fases.

Opaco (0) Brillante(15)
No uniforme (0)

Uniforme (15)

2.3.6.1.1.3 Evaluacién de la bebida empleando soluciones estandar

(sesiones 4 y 5)

Durante la sesion 4 los panelistas evaluaron individualmente la bebida final

empleando las soluciones estandar. Inicialmente se les pidié que probaran la

bebida y puntuaran cada atributo en las escalas de 0 a 15 cm (ANEXO AG).
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Ademas se les brind6 informacion sobre los atributos (Tabla 8) y la lista con
atributos y forma de evaluar (Tabla 9), indicandoles que podian hacer uso de
los estandares si fuese necesario (Figura 3). Se proporcion6é agua suficiente

para enjuagar la boca entre pruebas.

Figura 3. Evaluacion de la bebida final reconstituida usando estandares,

CIDCA 2015.

En la sesion 5 los panelistas probaron la bebida y evaluaron los atributos
en las escalas nuevamente (ANEXO AG6); esta vez no disponian de ninguna

informacion ni de las soluciones estandar.

A partir de los resultados recopilados en esta sesion, se obtuvieron las
puntuaciones promedio para cada atributo evaluado y se marcaron en las
escalas de 0 a 15 cm eliminando las marcas correspondientes a los estandares
(ANEXO A7). Esta nueva planilla se usaria en la ultima sesion de evaluacion de

la bebida en polvo.
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2.3.6.1.1.4 Evaluacion final del perfil sensorial de la bebida en polvo
(sesiones 6,7 y 8)

En las sesiones 6, 7 y 8, los panelistas evaluaron nuevamente la bebida
usando la nueva planilla que incluia las marcas correspondientes a los valores
promedio (ANEXO A7) para cada atributo, con el fin de obtener los puntajes
finales para definir el perfil sensorial de la bebida. Las evaluaciones se
realizaron por triplicado sin informar a los panelistas que se trataba de la misma

muestra.

2.3.6.2 Ensayos dinamicos y efecto multiple sorbo

La percepcion del aroma, sabor y textura de los alimentos y bebidas es
un fendmeno dinamico (Varela y Ares, 2014); la intensidad percibida de los
diferentes atributos sensoriales va cambiando a medida que los alimentos son
transformados en la boca. En general, las evaluaciones sensoriales son
estaticas (una sola puntuacion), sin embargo, los ensayos dinamicos permiten
a los consumidores evaluar las sensaciones percibidas durante un rango de
tiempo.

De esta forma se puede obtener una informacion mas completa de lo
que va ocurriendo durante la ingesta (Lawless y Heymann, 2010).

En la vida real los productos son consumidos en ingestas rapidas y
repetidas, pudiendo causar cambios en la percepcion debido en principio a la

adaptacion sensorial (Zorn y col., 2014).
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La primera ingesta puede no ser suficiente para percibir todas las
caracteristicas sensoriales de un producto. En esta etapa se evalud la
formulacion final de la bebida en polvo por medio de las metodologias
dinamicas “Sensacion Temporal Dominante (STD)” e “Intensidad vs Tiempo

(IT)”, con la modalidad de ingestas repetidas.

2.3.6.2.1 Medicioén de la sensacion temporal dominante (STD):

Una sensacion dominante puede definirse como la que llama mas la
atencion en un tiempo determinado, sin ser necesariamente la mas intensa
(Zorn y col. 2014). El método para medir la sensacion dominante (STD) permite
la evaluacion de varios atributos simultdneamente y el estudio de la secuencia
de las sensaciones dominantes de un producto durante cierto periodo de
tiempo (Meyners y Pineau 2010; Varela y Ares, 2014).

Consiste en presentar a los panelistas un conjunto de atributos
sensoriales predeterminados en la pantalla de la computadora y pedirles que
seleccionen cual es en cada momento la sensacion dominante (Lawless y

Heymann 2010).

Esta medicion se realizé con el fin de evaluar el perfil dinamico durante

la ingestion de multiples sorbos, y adicionalmente evaluar si la astringencia

mostraba un efecto acumulativo durante el consumo de tres sorbos sucesivos.
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Procedimiento:

Una lista de ocho atributos (dulzor, acidez, amargor, aroma total,
aroma a frutos rojos, aroma a Cassis, aroma a Yerba mate y regusto
astringente) que fueron seleccionados a partir de los resultados obtenidos en
el perfil descriptivo cuantitativo de la formulacion final, fue presentada a los 20
panelistas entrenados y se les pidi6 que evaluaran la bebida mediante la
aplicacién de la metodologia Sensacion Temporal Dominante (STD, Pineau y
col. 2009). Una primera sesion se realizd con el fin de ajustar las variables
(cantidad de sorbos, tiempo entre ingestas, tiempo total, cantidad de muestra,
consigna a preguntar) y familiarizar a los panelistas con el uso del software y la
metodologia. Posteriormente, se realizd una segunda y tercera sesion para

obtencion de los datos.

Figura 4. Evaluacion de la sensacién temporal dominante usando el software

Sensomaker v1.8. CIDCA 2015.
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La evaluacion consistio en la ingesta de la bebida en tres sorbos
consecutivos (15 mL servidos en vasos separados), inicial (0), 20 y 40
segundos en el transcurso de 60 segundos. Para cada sorbo/tiempo el
panelista debia marcar cual(es) de los atributos sensoriales listados era el
dominante (Figura 4), usando el menu Sensacion Temporal Dominante del

software SensoMaker v1.8 (Federal University of Lavras, Brazil).

2.3.6.2.2 Evaluacion de la aceptabilidad de la bebida en polvo a través de
los registros Intensidad-Tiempo (IT).

Dentro de la metodologia dinamica, el mas utilizado es el registro de la
intensidad de un atributo en funcion del tiempo (método Intensidad-Tiempo (IT);
(Lawless y Heymann 2010), el cual consiste en registrar la evolucion de la
intensidad de un atributo sensorial a lo largo de un tiempo determinado (Pineau

y col., 2009).

Consumidores:
El panel fue conformado por 75 consumidores (33 hombres y 42
mujeres, M = 32 SD = 10.6), estudiantes y docentes de las Facultades de

Ingenieria y Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata (UNLP).

Procedimiento:
Cada consumidor evalu6 de manera individual la aceptabilidad de la
bebida final YMI/Cs, se familiarizd6 con las escalas que iba a usar y con el

software antes de iniciar la evaluacion.
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El procedimiento se llevd a cabo en cuatro etapas con el fin de
contrastar los puntajes de la evaluacion estatica y dinamica. Ademas, se
compard con un producto de aceptabilidad conocida por los consumidores
(galletita con chocolate). Entre etapas, los consumidores se enjuagaban la

boca con agua y descansaban unos minutos antes de continuar.

a) Evaluacion del grado de aceptabilidad global de la bebida usando una
escala hedobnica de 9-puntos con marcas de me disgusta mucho (1), a me
gusta mucho (9), y un punto neutral (5) (ni me gusta ni me disgusta). Cada
consumidor recibié 15 mL de bebida, se le pidié que la probara y puntuara en la
escala (ANEXO A8).

b) Evaluacion del grado de aceptabilidad global de un alimento comercial
con aceptabilidad general alta (Galletas). EI consumidor recibié una (10 g)
galleta con chips de chocolate marca TODDY, se le pidi6 que la probara y
consumiera lo que quisiera, para luego calificarla usando una escala igual a la
usada para evaluar la bebida en (a) (ANEXO A8).

C) Evaluacion de la evolucion de la aceptabilidad de la bebida a través del

tiempo (IT). Este ensayo se realizé usando el menu Intensidad versus

Tiempo del software SensoMaker v1.8 (Federal University of Lavras, Brazil);
los consumidores debian ingerir cuatro sorbos sucesivos (inicial (0), 20, 40 y 60
segundos (s)) de la bebida en un transcurso de 80 s. Cada sorbo de 15 mL se

sirvié en vasos separados y debian consumirse por completo.
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El consumidor debia ubicar el puntero del mouse en el extremo izquierdo
de una escala de cero (0) (me disgusta mucho) a 10 (me gusta mucho) en el
cuadro de evaluacién (IT) antes de ingerir el primer sorbo y empezar a calificar
la aceptabilidad moviendo el puntero sobre la escala.

Para cada sorbo debia realizar la calificacion sin regresar al valor inicial de la
escala (0); después de ingerir el ultimo sorbo (60 s) la puntuacion seguia hasta
los 80 s. El tiempo de duracion del ensayo se fijé previamente en el programa.

d) Cada consumidor evalué nuevamente la bebida como en el inciso (a).

2.3.7 Analisis estadistico
La distribucion binomial fue usada para calcular el nivel de significancia
para el test de triangulo, basado en el numero de respuestas correctas. El
andlisis de conglomerados de K-medias fue usado para agrupar los
consumidores en tres grupos de edades. Las diferencias entre las
formulaciones, sesiones y grupos de edad se analizaron con el comando
Modelo General del programa SPSS v.13.0 (Inc. Chicago, IL.). Se realizaron los
analisis de varianza mediante el uso del software Infostat v. 2008 (Universidad
Nacional de Coérdoba, Argentina). Las diferencias se compararon con la prueba
de Tukey usando como nivel de significacion p<0.05. Para cada ensayo en la
escala JAR se us6 la frecuencia de las respuestas de los consumidores. La
frecuencia de las emociones se analizé con la distribuciéon de chi-cuadrado y
Analisis factorial por Correspondencia (AFC). La concentracion de la infusion
se identifico mediante el analisis por componentes principales (ACP).
Para los estudios dinamicos se usé software SensoMaker v1.8 (Federal

University of Lavras, Brazil).
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2.4 Resultados y Discusion:

Durante el desarrollo de este trabajo, se obtuvieron bebidas en polvo a
base de Yerba mate y Cassis usando el método de deshidratacion por
liofilizacién. Las bebidas en polvo fueron ajustadas a partir de los resultados
obtenidos en los analisis tanto fisicoquimicos como sensoriales, buscando
obtener un producto con alto contenido de compuestos bioactivos, estable
durante el almacenamiento y con buena aceptabilidad sensorial por parte del
consumidor.

En la figura 5 se presenta un diagrama de contenido de las diferentes

etapas realizadas durante el analisis sensorial.

v" Aceptabilidad global

v Atributos de diagnostico
v" Estatus emocional

v Intencién de compra

B3(b); B4; B5;j v" Ajuste concentracién de

B1; B2; B3
Mezclas
liofilizadas

B6; B7 la infusion YMI.

Mezclas v' Diferencias entre
liofilizadas y sin | myestras liofilizadas

liofilizar y sin liofilizar

v" Ajuste concentracion de
polvo liofilizado en la bebida
v' Ajuste atributos Aroma y
Dulzor

B8; B9; B10;
B11; B12
Mezclas
liofilizadas

Bebida en polv sSDT

v
v lvsT
v Efecto de muiltiple sorbo

v Perfil sensorial
(Spectrum)
Producto final v"  Ensayos dinamicos
0

Figura 5. Diagrama de contenido del Analisis sensorial de bebidas en polvo

YMI/Cs.
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2.4.1 Discriminacién sensorial entre muestras:

Las formulaciones B1 (pH=3.45; 26°Brix; 68.65£1.46 mg GAE/g m.s) B2
(pH= 3.64; 25°Brix; 72.92+2.03 mg GAE/g m.s) y B3 (pH= 3.64; 25°Brix;
74.07£0.63 mg GAE/g m.s), se reconstituyeron segun el porcentaje de
rendimiento de liofilizacién (18% p/v) para la evaluacion sensorial.

En la tabla 10 se muestran los resultados obtenidos con el Test del
Triangulo. Las tres formulaciones (B1; B2; B3) fueron percibidas
sensorialmente diferentes (p<0.001). Los descriptores seleccionados de la lista
total de atributos solo se tomaron como guia para los siguientes ensayos.

Las variaciones en el pH y en SST entre B1 y B2/B3 se reflejaron en los
resultados sensoriales, mostrando a B1 como la mas acida, astringente y de
mayor cuerpo. Los asesores identificaron a B2 como menos dulce y aromatica
que B3, indicando un efecto de interaccion del edulcorante adicionado a B3 con

la percepcidn del aroma.

Tabla 10. Valores obtenidos de en la evaluacién con el test de triangulo-

Caracterizacion de la diferencia.

Muestras Respuestas
Descriptores diferenciales
comparadas correctas
B1/B2 23/30* Mayor acidez, astringente y cuerpo (B1)
B2/B3 25/30* Menos dulzor y aroma (B2)
B3/B1 20/30* Mayor dulzor (B3)
*p < 0.001
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2.4.2 Pruebas hedoénicas: Sesién control (primera sesioén)

2.4.2.1 Aceptabilidad global

En este primer ensayo sensorial 100 participantes evaluaron las tres
bebidas en polvo reconstituidas (B1, B2 y B3) por duplicado en una escala
hedonica de 9-puntos. Los resultados obtenidos para la aceptabilidad global
fueron 5.0, 5.0 and 5.6 para B1, B2 y B3 respectivamente, reflejando una
mayor preferencia por la formulacion B3 (F [2, 299] = 5.037, p= 0.007).

La inspeccion de los datos individuales revelé que el 57% de los
consumidores evaluaron B3 con valores entre 6-9 en la escala hedonica, pero
solo el 37% y 40% de los consumidores dieron los mismos valores a B2 y B1

respectivamente (Figura 6).
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Figura 6. Frecuencia de consumidores (%) para Aceptabilidad global (sesion

control) de las bebidas B1, B2 y B3.
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2.4.2.2 Diagnéstico de atributos:

La figura 7 muestra los atributos “acidez, dulzor, astringencia, aroma y
cuerpo” que fueron medidos usando la escala de punto justo (JAR; ANEXO
A1). La formulacién B3 presenté la combinacién de ingredientes de mayor
aceptabilidad global de las tres muestras y con la mayor frecuencia de
consumidores en el punto ideal (0, en la mitad de la escala) para los cinco
atributos evaluados.

El 52% de los consumidores (p<0.001) estimaron que B3 presentd el
punto éptimo para acidez, 46% para dulzor (p<0.01), 34% para astringencia
(p<0.05), 42% para aroma (p<0.01) y 53% para cuerpo (p<0.01). Sin embargo,
la formulacién B3 requiere un mejoramiento que podria consistir en un aumento
en el dulzor y aroma, y una reduccion en la astringencia. Para las muestras B1
y B2, el 26% y el 37% de los consumidores consideraron que la acidez estaba
en el punto éptimo, 36% y 20% para dulzor, 21% y 30% para astringencia, 39%

y 32% para aroma, y 42% (en ambas muestras) para cuerpo.

B1 fue percibida como la bebida mas acida, 54% de los consumidores
estimaron que esta presentaba valores superiores a cero (0) en la escala JAR
(Figura 7). La misma comparacion para B2 y B3 indic6 que el 33% y 20% de
los consumidores consideraron que la acidez era mas alta que cero,
respectivamente. En cuanto al dulzor, el 55% de los consumidores estimaron
que B1 mostré puntajes mas bajos que cero (0) en la escala JAR y 74% para

B2.
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Figura 7. Frecuencia de consumidores (%) en cada categoria para la escala
de punto justo (JAR) para los atributos de diagndstico (acidez, dulzor,

astringencia, aroma y cuerpo) medidos en la sesion control.
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Es de hacer notar que B2 y B3 tienen la misma composicion, excepto
por el nivel de edulcorante el cual es suficiente para cambiar la percepcion de
la acidez, aroma y cuerpo. En cuanto a la astringencia el 58, 48 y 41% de los
participantes detectaron valores superiores a cero (0) en B1, B2 y B3
respectivamente. Sin embargo, B1 que tenia el mayor contenido de sodlidos
solubles (26°Brix) fue percibida como la mas astringente. Quizas el alto nivel de
acidez de B1 contribuyé a esta percepcion (Figura 7). Las interacciones de
acidez-astringencia fueron reportadas por varios autores como Guinard y col.,

(1986); Bajec y Pickering (2008); y Goldner y Zamora (2010).

2.4.2.3 Intencion de compra:

Los puntajes medios para la intencién de compra de las tres bebidas
evaluadas (usando una escala de 5-puntos) en la primera sesion fueron 2.9,
2.8 y 3.4 respectivamente. Los puntajes de la escala variaron entre las
muestras (F [2.297]= 5.748, p= 0.004) (Figura 8.A), reflejando altos valores
para la formulacién B3. La inspeccion individual de los datos revelé que el 48%
de los consumidores “Ciertamente o probablemente comprarian” B3 (valores en
la escala de 4 y 5), pero escasamente el 30% y 31% de los consumidores

tienen la misma opinion de B1 y B2 (Figuras 8.B1; B2; B3).
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Figura 8. Intencién de compra (sesion control) de las bebidas en polvo (B1, B2
y B3). Puntajes promedio. Diferentes letras en cada columna indican
diferencias significativas (p<0.05; prueba de Tukey). B1, B2, B3. Frecuencia de

consumidores (%) en cada categoria de la escala de 5-puntos.

2.3.2.4. Evaluacion a través de las cuatro sesiones:

Con el fin de detectar la influencia de la edad de los consumidores, estos
se agruparon en 3 grupos (E1: 25-35 anos (40 consumidores); E2: 36-49 afios
(30 consumidores); E3: 50-63 afios (30 consumidores). Esta segmentacion por
edad se realizé en funcion del interés por las bebidas saludables demostrado

por los participantes de mayor edad.
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Como se puede ver en la tabla 11, las fuentes de variacion fueron
muestra (B), sesion (Se) y edad (E), mientras las interacciones entre estas no
fueron significativas. El efecto de la muestra y de la edad (p<0.001) fue mas
significativo que el numero de sesiones para la aceptabilidad (p<0.01) y para la
intencién de compra (no significativa).

De acuerdo con los resultados de la sesion control, B3 presento los
puntajes medios mas altos (para las cuatro sesiones) tanto para la
aceptabilidad como para la intencion de compra, indicando que B3 fue la
combinacion de ingredientes que mas gusto.

Como los resultados no mostraron grandes diferencias, se realizd un
analisis de rango (valores entre paréntesis en la tabla 11) con los factores de
variacidon muestra, sesion y edad. En cuanto al numero de sesiones, la ultima
(Se4), tuvo el valor maximo para la aceptabilidad demostrando un efecto por la

exposicion repetida.
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Tabla 11. Valores de F para ANOVA. Puntajes medios totales y analisis de rango (cuatro sesiones) para aceptabilidad e intencion

de compra.

Atributo

Muestras (B1,B2,B3) Sesion (Se1,Se2,Se3,Se4) Edad (E1, E2, E3)' B*Se B*E Se*E

Grados de libertad

2 3 2 6 4 6
Aceptabilidad 12.442** 3.799* 12.004* 0.654"™ 0.472" 0.112"
Intencién de 9.612** 0.737™ 25.697** 0.501™ 0.321"™ 0.568"
compra

Puntuaciones medias totales (rango)?

B1 B2 B3 Se1 Se2 Se3 Sed E1 E2 E3
Aceptabilidad 5.1° 5.0° 5.7° 5.2° 5.12 5.3° 5.7° 55° 54° 46°
(1.9°7  (1.8)° (2.3)° (2.3 (2.3) (2.6)° (2.8)° 2.1° 21" (1.7)7
Intencién de  3.0° 2.8° 3.3 3.0° 3.0° 3.0° 3.1° 3.3 3.1 25°
compra (1.9°%  (1.8)° (2.3)° (2.4)° (2.5 (2.6)° (2.1)° 2.1° (2.1)° (1.8)7°

ns: no hay diferencia significativa. Diferentes letras en cada columna indican diferencias para cada atributo, p<0.05, prueba de
Tukey.'E1: 25-35 afios (40 consumidores); E2: 36-49 afios (30 consumidores); E3: 50-63 afios (30 consumidores).
’Prueba de Friedman

*p<0.01
**p<0.001
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La figura 9 muestra los valores medios de la aceptabilidad por muestra y
por sesion. Es de notar que las muestras con menor aceptabilidad (B1 y B2) en
la sesidn control (1) fueron aquellas con el incremento mas alto de los valores
en la sesion 4. La aceptabilidad de B1, B2 y B3 aumento en la ultima sesion un

12.2, 9.3 y 5.5%, respectivamente.

Aceptabilidad

Sesion1 Sesién 2 Sesién 3 Sesién4

OBl B2 W B3

Figura 9. Valores promedios para la aceptabilidad de consumidores por
muestra y sesion. Diferentes letras en cada columna indican diferencias en la

aceptabilidad entre muestra y sesion. Prueba de Tukey (p<00.5)

Esto evidencia que el efecto de la exposicion repetida en bebidas con un
nivel de aceptabilidad inicial neutra lleva a un incremento en los puntajes de
aceptabilidad para mezclas novedosas. El efecto de la exposicion repetida fue
evidente en la Se4 para B1 y B2, y en Se3 para B3 (p<0.05), indicando el nivel

de exposicion necesario para desarrollar tal efecto.
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Las muestras que gustaron mas inicialmente, requieren menos exposicion para
incrementar la aceptabilidad.

La intencion de compra no se vio afectada por la exposicién, no se
presentaron diferencias significativas entre los valores medios de cada sesion
(tabla 11). Este resultado sugiere que cuatro evaluaciones de las muestras
repetidas no son suficientes para mejorar la intension de compra.

Una opinidn inesperada se obtuvo del grupo de consumidores de mayor
edad (E3), quienes mostraron los valores mas bajos para aceptabilidad e
intencidn de compra sugiriendo una actitud mas conservadora frente a la
recepcion favorable de un nuevo producto. Esta explicacion es una hipétesis
basada solo en 30 consumidores. Sin embargo, debido a experiencias previas

con otras bebidas, se esperaba una respuesta diferente.

La evaluacién de los atributos de diagnéstico no cambio a través de las
sesiones indicando que la opinion de los consumidores acerca del punto 6ptimo
de acidez, dulzor, astringencia, aroma y cuerpo se mantuvo a los mismos
niveles de la primera impresiéon. Esta observacion sugiere que la exposicion
aumenté la aceptabilidad por efecto de familiaridad con la muestra, pero la
percepcion de los atributos no cambia con la exposicién. Este resultado
concuerda con lo expresado por Stolzenbach y col.,, (2013) quienes
encontraron que los consumidores no cambiaron su percepcion sensorial con el
consumo repetido, y también enfatizaron la importancia de la impresion inicial

del producto.
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2.4.3 Efecto de la exposicion en el estatus emocional después de probar

las muestras

Como se esperaba, el analisis de la frecuencia de citacion de las
palabras (emociones) para todas las muestras y las sesiones mostré que
Frescura (20% frecuencia) fue la palabra mas mencionada por los
consumidores, este término es ampliamente relacionado con bebidas.
Familiaridad (14.4%), sencillez (14%), bienestar (12.5%) y sorpresa (12.0%)
fueron los términos seguidos mas seleccionados; mientras que los términos
menos mencionados fueron miedo (1.5%), angustia (2.3%), enojo (2.4%) y

Alegria (3.4%).

Un Analisis Factorial de Correspondencia (AFC) fue aplicado teniendo
en cuenta las palabras mencionadas por muestra y por sesion. Como se puede
observar en la figura 10, las muestras estan identificadas con dos numeros, el
primero corresponde a la muestra y el segundo al numero de sesion. Por
ejemplo, numero 11 se refiere a la muestra B1 en la Se1 y el numero 34
identifica a B3 en Se4. Aunque las muestras B1 y B2 en la sesién 1 (11 y 21
respectivamente) tuvieron la misma puntuacion para la aceptabilidad fueron
etiquetadas con diferentes términos; “Sorpresa” fue asociada a B1 vy
“Desagrado” con la muestra B2. El nivel éptimo de dulzor mas bajo de B2 pudo
haber influenciado la eleccién de los términos por parte de los consumidores.
Los términos “Frescura”, “Sencillez” y “Bienestar” fueron mencionados con una
frecuencia similar para las tres muestras, por esta razon se situan cerca del

centro de coordenadas.
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Figura 10. Analisis Factorial de Correspondencia (AFC) de las palabras

seleccionadas después de probar las muestras (1-3) en cada sesion (1-4). Los

coédigos de 2 digitos corresponden a la combinacién de muestra/sesion: El

primero digito se refiere al niumero de muestra y el segundo a la sesién (11, 12,

13, 14 (B1); 21, 22, 23, 24 (B2); 31, 32, 33, 34 (B3)).

La palabra familiaridad fue seleccionada para todas las muestras en la

Se4 y también para B3 en Se3, confirmando el impacto del efecto de la

exposicion repetida e indicd el nivel de exposicion necesario con el fin de

desarrollarlo (Figura 10).

115



Capitulo Il Obtencion de Bebidas
Analisis y caracterizacion sensorial

La secuencia de las palabras mencionadas con mayor frecuencia
durante todas las sesiones para B2 fue muy clara, esta fue asociada con
emociones negativas; comenzé con “Desagrado” (21) seguido por “Angustia’
(22) y “Tristeza” (23). Sin embargo, el término inicial para B1 fue “Sorpresa”
(11), cambiando a una mezcla de emociones negativas (Tristeza) y positivas
(Relax, Sencillez y Bienestar) en Se2. Las emociones generadas por B3 fueron
siempre positivas; por lo tanto, el nivel de aceptabilidad afectd los términos

seleccionados.

Con respecto a las palabras seleccionadas por cada grupo de edad,
fueron similares y diferentes. Por ejemplo, “Sorpresa” fue seleccionada por
30.2,31.9y 38.7% y “Sencillez” por 35.8, 44.0 y 37.0% por los grupos de edad
E1, E2 y E3 respectivamente. Sin embargo, los porcentajes para “Desagrado”
fueron 18.4, 26.7 y 51.3% y “Bienestar’ 40.5, 26.7 y 10.9%, respectivamente
para E1, E2 y E3. Estos resultados confirman los ya obtenidos con la
evaluacion de la aceptabilidad, en la cual los consumidores mas jévenes
otorgaron a las muestras los valores promedio mas altos y presentaron una

actitud mas positiva con la nueva bebida.

Los resultados descriptos en este punto de la investigacion mostraron el
efecto de la ingesta repetida de una nueva bebida sobre la aceptabilidad, los
atributos de diagndstico, la intensidon de compra y el estatus emocional de los

consumidores.

116



Capitulo Il Obtencion de Bebidas
Analisis y caracterizacion sensorial

La relacion entre los resultados obtenidos por la escala hedodnica y la
escala JAR ayudaron a explicar las preferencias de los consumidores.

Fue evidente que el dulzor tuvo una alta influencia en la percepcion de
los otros atributos. Aunque B2 y B3 tenian similares composiciones, excepto
por un 0.05% adicional de edulcorante para B3, los consumidores establecieron
que B3 tuvo mejor acidez, aroma y cuerpo. Mattes (1994) mostr6 que las
calificaciones favorables para alimentos acidos y amargos no fueron afectadas
por 10 exposiciones, mientras que para dulzor y salado fueron mas altas. La
percepcion del dulzor para B1, B2 y B3 pudo contribuir a mejorar los valores de
aceptabilidad obtenidos después de cuatro exposiciones. Con respecto a la
astringencia, hubo una tendencia a percibir altos niveles en todas las muestras
por los consumidores. Probablemente, el nivel de MD y/o el de azucar no
fueron suficientes para enmascarar esta sensacién, y sera necesario aumentar
el dulzor o disminuir la concentracion de YMI ya que este compuesto esta
altamente relacionado con la astringencia. Aunque B1 fue percibida como mas
astringente que B2, sus niveles de aceptabilidad son similares, sugiriendo que
esta sensacion no afecta la preferencia. Dinnella y Monteleone (2011)
reportaron que la intensidad de la astringencia no necesariamente maneja la

aceptabilidad de los productos.

La evaluacién de los atributos de diagndstico a través de las cuatro
sesiones no cambio la opinién de los consumidores respecto del punto 6ptimo
de acidez, dulzor, astringencia, aroma y cuerpo. Este resultado puede indicar
que la aceptabilidad de los consumidores puede ser incrementada con la

exposicion repetida, sin cambiar la evaluacién analitica de la primera impresion.
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Delwiche y Warnock (2008) reportaron que la aceptabilidad de
cualquier gusto y sabor esta dirigida por un minimo de tres factores. El primero
de estos es la sensibilidad, porque en orden de aceptar o rechazar un producto
es necesario percibirlo; seguido por la familiaridad, ya que una exposicion
previa dara forma al efecto provocado por la subsecuente exposicion, y el
tercer factor es la personalidad. Mientras algunos individuos buscan
activamente nuevas experiencias y sensaciones, otros prefieren limitar su
contacto con lo desconocido y su exposicidon a nuevas sensaciones. El factor
personalidad no fue evaluado en este trabajo; sin embargo, algunas
interpretaciones acerca del mismo pueden ser hechas en relacién con el grupo
de mayor edad (E3) que mostroé los valores mas bajos de aceptabilidad e
intensién de compra, y un estatus emocional negativo. Segun datos de
literatura (Bower y col, 2003; Sabbe y col.,, 2009), se esperaba que los
consumidores de mayor edad tuvieran mayor interés por las bebidas

saludables.

Las emociones generadas después de ingerir las muestras pueden
explicar la actitud del grupo E3. Todos los participantes fueron sorprendidos en
la primera sesién por el nuevo sabor, pero el sentimiento producido fue
diferente. Verbeke (2006) reportd un decrecimiento incondicional en la

aceptabilidad de alimentos funcionales, especialmente en el gusto.
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2.4.4 Ajuste del atributo de diagndstico astringencia (seleccién de la
concentracion final del extracto de Yerba mate (YMI)):

En los resultados obtenidos en la etapa anterior se determiné que la
bebida B3 con mayor aceptabilidad y mejor perfil de atributos de diagndstico,
presentaba altas puntuaciones para el atributo “Astringencia”. Como este
atributo ha sido altamente relacionado con la concentracion del material
herbaceo (Jaeger y col., 2009) se decidié evaluar tres concentraciones de la
infusion de yerba (60; 90 y 120 g/L) usada en la preparacion de la bebida.
También se observo que durante la liofilizacion podrian perderse compuestos
volatiles que posiblemente serian percibidos por los consumidores.

Las muestras B3(b), B4, B5, B6 y B7 fueron evaluadas sensorialmente para
seleccionar la nueva concentracién y confirmar si la perdida de compuestos

volatiles durante el proceso de liofilizacidén era percibida por el consumidor.

2.4.4.1 Agrupamiento por descriptores (sorting task)

Los resultados del agrupamiento de las bebidas en polvo fueron
codificados en una matriz individual (por consumidor), donde las filas y
columnas corresponden a B3(b), B4, B5, B6 y B7 y donde valores 1 indicaban
que el asesor ubico las muestras en el mismo grupo; mientras que un valor de
0 indicé que no fueron agrupadas.

En la tabla 12 se presentan las frecuencias absolutas de los descriptores
que mas se asociaron con las diferentes bebidas. El descriptor de mayor
frecuencia para todas las muestras fue Frutos rojos con porcentajes entre
14.20% (23) a 25.92% (42); seguido del Dulce el cual present6 altos valores de

frecuencia para todas las muestras excepto B4.
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Los descriptores asociados a la concentracion de la infusién de Yerba
mate como aroma a Yerba mate y Astringencia fueron asociados a todas las
muestras, pero en un porcentaje mucho menor para B7 con 7.44% y 10.43%,

respectivamente.

Tabla 12. Frecuencias absolutas de los atributos mas frecuentes por muestra.

Agrupamiento por descriptores

Muestra Descriptores mas frecuentes
Acido | Astringente | Amargo | Frutos | Dulce | Viscoso | Yerba
rojos mate
B3(b) 20 22 6 32 35 13 21
B4 30 37 25 23 6 7 35
B5 19 22 10 27 31 8 31
B6 37 22 6 38 36 5 25
B7 3 12 3 42 39 24 9
Frecuencia
109 115 50 162 147 57 121
total
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En la figura 11 se muestra el Analisis de Correspondencia Factorial para

los descriptores de las bebidas con diferente concentracién de Yerba mate.
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Figura 11. Analisis factorial de correspondencia (AFC) del agrupamiento por

descriptores para las formulaciones B3(b), B4, B5, B6 Y B7.

Las muestras B4 y B5 fueron agrupadas por los descriptores de
astringencia, aroma a Yerba mate, mientras B7 fue percibida como mas dulce,
con aroma a frutos rojos y compota, y mas viscosa, ubicandose lejos de los
descriptores de astringencia y Yerba mate y de las otras muestras. Se observé
que las muestras liofilizadas fueron -calificadas con pocos descriptores
aromaticos, debido a una posible pérdida de aromas durante la liofilizacidon

(Figura 11).
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Figura 12. Analisis de Componentes Principales (ACP) del agrupamiento por

descriptores para las formulaciones B3(b), B4, B5, B6 Y B7.

En el Analisis de Componentes Principales (ACP; figura 12) de las
bebidas en polvo, los dos componentes (CP1 y CP2) explicaron el 78% de la

variacion total.

El componente 1 explica la mayor variabilidad entre las muestras
(49.1%) y separa Viscoso, Compota, Frutos rojos y dulce del resto de
descriptores, por lo tanto, la mayor variabilidad entre los agrupamientos de las
bebidas se explica por estas variables (Figura 12).

B4 y BS fueron asociadas con descriptores de Astringencia, Yerba mate,
Particulas en suspension y Amargo; mientras B3(b) a pesar de ser la misma
formulacion B4 liofilizada y reconstituida se ubicé en el centro del grafico,

mostrando una menor variacion de los atributos sensoriales.
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B6 esta asociada por los descriptores aromaticos como Frutal, Fruto
Tropical, Hierbas; B7 (misma formulaciéon B6 liofilizada y reconstituida) se
caracterizo por los descriptores Viscoso, Frutos rojos, Dulce y Compota. Con la
inspeccion de los datos de frecuencia, AFC y ACP se comprob6é que B7
(Concentracion YMI: 60g/L) fue percibida como la bebida diferente de las otras
y no fue caracterizada por los descriptores de Astringencia, Yerba mate y
Amargor;, debido a estos resultados se eligi6 como la concentracion de la

infusion de Yerba mate final.

2.4.5 Ajuste final de la bebida en polvo

En las etapas anteriores de evaluacion sensorial de una nueva bebida
en polvo a base de Yerba mate y Cassis, se definié la relacion de los
materiales principales para la mezcla, la concentracion de YMI y la formulacion
de la mezcla polvo liofilizado/azucar/edulcorante. Estos cambios llevaron a una
muestra menos astringente y amarga, con menor aroma a Yerba mate y mayor
a frutos rojos, mas dulce y viscosa, ademas el producto fue percibido por los
consumidores como un “Jugo concentrado”.

La cantidad de polvo liofilizado por litro (180 g de polvo liofilizado/L agua
potable) fue considerada muy alta para una bebida en polvo, haciendo los
rendimientos de produccién muy bajos. Por estos motivos, se decidié evaluar
concentraciones del polvo inferiores y realizar el ajuste requerido para obtener

una muestra con buena aceptabilidad sensorial.
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2.4.5.1 Evaluacion de la concentracion final de polvo liofilizado en la
bebida

En la figura 13 se muestran los resultados de la escala de punto justo
(JAR) para la concentracion ideal. La bebida B9 con una concentracion de
polvo liofilizado de 60 g/L obtuvo el mayor porcentaje de calificacion en el punto
justo (53.75%), seguida de B8 (90 g/L) con un 32.5% y finalmente B10 (45 g/L)
con 11.25%. Mostrando una marcada preferencia entre la concentracion de B9
y B10. La bebida B10 fue considerada por el 82.5% como poco concentrada
(valores entre -1 y -4) y el §3.75% calificaron a B8 como muy concentrada

(valores entre 1y 4).
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Figura 13. Frecuencia de consumidores (%) para cada puntuacién en la escala
de punto justo para concentracion ideal (JAR) por bebida B8 (90 g/L), B9 (60

g/L)y B10 (45 g/L).
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En la evaluacion de los atributos sensoriales para las tres bebidas
(Figura 14) se observd que para B9 todos los atributos presentaron los
porcentajes mas altos en el valor ideal de la escala (JAR). Comparando los
puntajes para B8 y B9, solo el atributo aroma fue considerado por menos
consumidores (40%) como ideal para B9. Las puntuaciones para el atributo
dulzor variaron solo entre el 1.25 y 6.25%, debid a que la concentracion de los
compuestos endulzantes (azucar y edulcorante) se mantuvo constante para las
tres formulaciones.

Los consumidores percibieron a B10 como diluida (mayor porcentaje
para valores entre -1 y -4), poco dulce (56.25%), con poco aroma (67.5%),
poco cuerpo (80%) y color (80%); indicando que la concentracion de 45 g/L de
polvo liofilizado en la bebida era insuficiente (Figura 14).

Basados en los resultados obtenidos, se eligi como como
concentracion ideal de polvo en la mezcla a B9 (60 g/L) y se propuso continuar

con un ajuste en los atributos de aroma y dulzor.
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Figura 14. Frecuencia de consumidores (%) para cada puntuacién en la escala

de punto justo (JAR) para atributos sensoriales por bebida B8 (90 g/L), B9 (60

g/L)y B10 (45 g/L).
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En el apartado 2.4.4.1 se observo que los consumidores describieron a
la bebida en polvo con pocos descriptores aromaticos, lo cual puede ser
atribuido a una posible pérdida de aromas durante la liofilizacién; ademas en el
ajuste de la concentracién de polvo liofilizado (apartado 2.4.5) solo el 40% de
los consumidores consideraron a dicho atributo como ideal para la muestra
seleccionada. Por este motivo, se decidié probar un nuevo aroma y adicionarlo

tras la liofilizacion.

2.4.5.2 Ajuste del dulzor y aroma

Cuarenta consumidores evaluaron los atributos dulzor y aroma para la
bebida B9 y dos modificaciones, la primera (B11) incluyé solo un cambio por el
aroma “Frutos rojos”, y la segunda (B12) adicional al cambio de aroma un
cambio en la relacién de azucar/edulcorante (Véase tabla 7). Ademas, se
incluyo la evaluacion de la aceptabilidad global. En la tabla 13 se presentan los
datos obtenidos para los atributos dulzor y aroma (% Consumidores) y para

aceptabilidad global (Valores medios).

Tabla 13. Valores obtenidos para ajuste de dulzor y aroma ideal.

Muestra Aceptabilidad** Dulzor ideal Aroma ideal
(escala hedodnica 9-pts) (%Consumidores)* (%Consumidores)
B9 6.10+1.95™ 17.5 25
B11 5.65+1.78" 17.5 45
B12 6.55+1.74" 47.5 30

*El porcentaje restante no eligié ninguna de las muestras.

**Prueba de Tukey (P<0.05). (ns) No presenta diferencia significativa.

127



Capitulo Il Obtencion de Bebidas
Analisis y caracterizacion sensorial

B12 tuvo la mayor aceptabilidad (6.55 en una escala hedodnica de 9
puntos) y dulzor ideal, sin embargo, no se observaron diferencias significativas
entre las muestras. En comparacion con la aceptabilidad obtenida en la primera
etapa (apartado 2.4.2.1) se aprecia un aumento de casi un punto en la escala
heddnica (0.95). El 70% de los consumidores puntué a B12 con valores entre 6
a 9 frente a un 57% registrado para B3 en la primera etapa de evaluacion
sensorial, mostrando una mayor preferencia por la formulacion lograda.

Basados en estos resultados se eligid para la bebida en polvo final el
aroma final de “Frutos Rojos” (0.10% p/p) y 0.10% (p/p) de edulcorante. Por lo
tanto, B12 fue seleccionada como formulacién final de la bebida en polvo, ya
que presentd una mejora notoria en las calificaciones de aceptabilidad con
respecto a las muestras anteriores, ademas de ser calificada con aroma,
dulzor, cuerpo y color ideal por los consumidores.

Con el fin de confirmar el porcentaje final de aroma en la bebida se
realizd un segundo ensayo sensorial, donde se evalué nuevamente la
aceptabilidad global, el dulzor y aroma ideal de la formulacién B12 contra una
nueva formulacién (B13) que incluia solo una variacion en el componente
aroma (0.12% p/p).

B13 tuvo una puntuacién para aceptabilidad de 6.7+1.4 y B12 de
6.911.1. El 42.5% de los consumidores consideraron a B12 con el dulzor ideal,
mientras que el 30% a B13. Sin embargo, el 55% puntu6é a B13 con el aroma
ideal y 40% a B12.

Un aumento en el porcentaje de aroma del 0.02% no favorecié la aceptabilidad
y disminuyd la calificacion para el atributo dulzor (previamente ajustado),

confirmando la seleccion del porcentaje 0.10% de aroma frutos rojos.

128



Capitulo Il Obtencion de Bebidas
Analisis y caracterizacion sensorial

2.4.6 Perfil descriptivo de la muestra seleccionada (método CATA)

El perfil descriptivo obtenido por la metodologia Spectrum para B12
seleccionada se muestra en la figura 15. Los atributos de mayor intensidad
fueron el color y el aroma a frutos rojos, mostrando un buen balance entre el
dulce y el acido, dado que ambos estan presentes con predominio del dulce.
Asimismo, la astringencia no es un atributo predominante y la muestra presenta

una apariencia atractiva manifestada por la intensidad de los atributos de brillo

y color.
Color
Regusto Astringente 5 427 Cuerpo
Regusto Amargo ~ Brillo
Yerba mate (N) Uniformidad
Hierbas (N) Dulzor
Fruto tropical (N) \Acidez
Frutal (N} 300 : ."3Amarg°r
Especiado (Nj_ | Astringencia
L Intensidad de
Compota (N) ' Aroma total (R)
Caramelo (N) 357 30 440 Frutos Rojos (R)
Frutos Rojos (N) | \ Citrico (R)
Yerba mate iR) | ‘. “Dulce (edulcorante)
Fruto tropical (R)  Frytal (R)

Figura 15. Grafico arafia para el perfil descriptivo obtenido por el método

CATA semi-cuantitativo para B12 (Nasal (N); Retronasal (R)).
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Los resultados obtenidos con el uso de escalas por los mismos
evaluadores se presentan en la figura 16. Se observé que el atributo de mayor
intensidad fue el aroma y sabor a Frutos rojos, seguido por el dulzor, los
puntajes obtenidos tanto para brillo como para color confirman que la bebida

presenta una apariencia atractiva para el consumidor.

Color

Regusto Astringente 15 Cuerpo
Brillo
Regusto Amargo ;
12 / . :
Yerba mate (N) Uniformidad
g 862
Fruto tropical (N) 485 797 Dulzor

Frutal (N) Acidez

Cassis (N) Amargor

Compota (N) Astringencia

Intensidad de

CamsBRlY - Aroma total (R)
Frutos Rojos (N) Frutos Rojos (R)
Yerba mate (R) Citrico (R)

Fruto tropical (R) | " Dulce (edulcorante)

Frutal (R)

Figura 16. Grafico arana para el perfil descriptivo obtenido con el uso de

escalas (0 a 15) (Cuantitativo) para B12 (Nasal (N); Retronasal (R)).

B12 se caracterizd por la percepcion minima de regustos amargos y
astringente, ademas de la baja percepcion del atributo Yerba mate; estos
influyeron negativamente en las puntuaciones de aceptabilidad de las

formulaciones anteriores (B3; B3(b) y B7).
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2.4.7 Medicion de la sensacion temporal dominante (STD)

La informacidén recolectada durante el ensayo con panelistas entrenados
corresponde al atributo seleccionado como dominante en el tiempo y la
duracién de la dominancia; solamente un atributo puede ser seleccionado por

el panelista en un tiempo determinado.

En la tabla 14 se presentan los parametros obtenidos con el software
Sensomaker v1.8; donde DURax corresponde a la velocidad maxima de la
dominancia para cada atributo evaluado, tnax €l tiempo de duracion de DURmax
Y tmax 90% es el intervalo en el cual la velocidad de dominancia es mayor o
igual al 90% de DURax. Los valores presentados corresponden a la evaluacion

de la Bebida B12 durante 60 s.

Tabla 14. Valores de DURayx; tmax Y tmax 90% para B12

Atributos DUR max Tmax tmax 90%
Dulce 0.373 9.00 25.20
Acido 0.217 60.00 24.00

Amargo 0.149 60.00 0.00
Astringente 0.253 58.80 3.00
Aroma Total (R) 0.165 18.60 36.00
Frutos Rojos (R) 0.607 27.00 8.00
Cassis (R) 0.000 0.00 0.00
Yerba mate (R) 0.109 28.20 27.60
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El atributo Dulce es el primero en ser percibido y en alcanzar su valor de
DURmax con untiempo de 9 segundos seguido de Frutos rojos, el cual presenta
una dominancia intensa con el valor mas alto de DURax alcanzado a los 27
segundos del ensayo (tabla 14). Los atributos de Astringente, Acido y Amargo
presentan sus correspondientes valores de velocidad maxima de dominancia
cerca del final de la medicion. Los atributos Yerba mate (R) y Cassis (R) no son
significativos para la muestra evaluada, en el casos del segundo de estos no

presentd valores maximos durante el ensayo.

Se calculd el nivel de oportunidad (P,) que corresponde a la velocidad
de dominancia que un atributo puede obtener por el azar (Pineau y col., 2009;
Di Monaco y col., 2014). Este valor es inversamente proporcional al nUmero de

atributos evaluados (P) (Ec. 2)

1

Po=> (Ec. 2)

El nivel de significancia es el valor minimo que debe tener la velocidad
de dominancia para ser considerada significativamente mayor que P, y se
calcula para el intervalo de confianza de la proporcion binomial basado en una

aproximacion normal (Ec. 3).

Pg= Py +1.645 + 2/[1)0 x “‘T"")] (Ec. 3)

Donde Pg es el valor proporcional de menor significancia (a= 0.05) a
cualquier valor de tiempo para las curvas STD y n es el niumero de corridas
(panelistas*replicado). Los valores de P, y Ps para este ensayo fueron de 0.125

y 0.199 respectivamente.
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En la figura 17 se presentan las curvas de STD para los ocho atributos
durante 60 segundos y por sorbos en funcion del tiempo para B12. El eje y
hace referencia al porcentaje de selecciones para cada atributo a un punto
particular de tiempo, se calcula dividiendo el numero de citaciones de cada
atributo entre el numero de corridas n (panelistas*replicado); dichas
velocidades pueden verse como un reflejo de un conceso de los panelistas y
del comportamiento del panel, a mayor velocidad mayor fue el consenso
(Pineau y col., 2009). Los niveles de oportunidad (P,) y significancia (Ps) se

representaron en el grafico.
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Figura 17. Curvas STD para los ocho atributos durante tres sorbos (inicial, 20 y

40 segundos) para B12.
133



Capitulo Il Obtencion de Bebidas
Analisis y caracterizacion sensorial

Durante los tres sorbos, el perfil temporal de la muestra se caracterizo
por las dominancia de los atributos Dulce y Frutos rojos; primero se percibio el
dulce, seguido de una dominancia intensa del atributo Frutos rojos (R), cuando
este ultimo disminuye se percibe nuevamente el dulce y finalmente aparece la

astringencia.

El sorbo 1 se caracterizé por una fuerte percepcién del atributo Frutos
rojos con una tendencia al aumento durante los 20 s; mientras que el Dulce
mostro un comportamiento similar hasta los 10 s con un posterior decaimiento
(Figura 17), cayendo por debajo de Ps y P, a los 20 s. Las intensidades de los

otros seis atributos no fueron significativas durante este sorbo.

En los primeros segundos (21 al 27 s) tras la ingesta del segundo sorbo,
la muestra fue caracterizada por una alta dominancia de Frutos rojos (R)
alcanzando su valor de DURmax; durante esta fraccion de tiempo los 7
atributos restantes no fueron significativos. A partir de los 28 s aparece
nuevamente el Dulce aumentando por encima de P,, Ps y alcanzando a los 32
s la DURmax en el sorbo 2; durante este intervalo de tiempo el atributo Frutos
Rojos (R) presento un comportamiento inverso (Figura 17). Al disminuir la
percepcion de la dominancia de Frutos Rojos (R) aumento el atributo Dulce. La
aparicion de la acidez se observa entre los 35 a 37 s, decayendo rapidamente

por debajo del nivel de significancia.

Frutos Rojos (R) también fue dominante durante el sorbo final con
valores de dominancia menores a los obtenidos en los sorbos previos y una
leve disminucion (8%) con una recuperacion rapida de la dominancia reflejada

en el pico formado entre los 50 y 57 s (Figura 17).
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Una recuperacion de la dominancia del dulzor se observo 8 s después
de la ingesta del sorbo final, alcanzando a los 51 s la DURyax €n el sorbo. Este

comportamiento fue similar al observado en el sorbo 2.

El atributo astringencia alcanza valores significativos en este sorbo, en
un primer rango desde los 42 s hasta el inicio del aumento de la dominancia del
dulzor; posteriormente alcanzo su valor de dominancia maxima DURnax= 0.253
a los 58.80 s. Por lo tanto, la astringencia recién aparece cuando la intensidad
de los otros atributos decae y no hay evidencias de efectos acumulativos en los

diferentes sorbos.

En estudios similares para jugo de naranja endulzado con azucar, Zorn y
col., (2014) reportaron una dominancia del dulzor en los 3 sorbos (0 a 60 s),
siendo el unico atributo significativamente dominante durante los primeros dos
sorbos (0 a 20 s y 21 a 40 s). El atributo Sabor Naranja mostro dominancias
inferiores a Ps y P, durante toda la evaluacion y la presencia de la acidez tan

solo fue observada al final del ultimo sorbo.

En la bebida B12 primo el atributo Frutos rojos (R) sobre el dulce, esto
puede ser atribuido a la adicién del aroma. Los atributos Yerba mate (R) y
Cassis (R) relacionados directamente con las materias primas empleadas en la
produccion de la bebida, presentaron valores de dominancia inferiores a Ps y

P,, siendo no significativos durante toda la evaluacion.
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Ng y col, (2014) estudiaron el perfil temporal para diferentes
formulaciones de jugo de Cassis con diferentes tipos de edulcorantes,
encontrando que las mezclas se caracterizaban por la dominancia de 3
atributos: dulzor, Cassis natural y acidez, ademas que los cambios temporales
en la dominancia del dulzor y el atributo afrutado (Fruitiness) podian ser
afectados por la complejidad en la combinacion de ingredientes de la

composicidn del jugo de Cassis en lugar del tipo de edulcorante.

En el caso del atributo Cassis para B12, la baja dominancia pudo
deberse al poco consumo del producto fresco o minimamente procesado, su
inclusion en la categoria de frutos rojos que no facilita su diferenciacién y a la

adicion del aroma “Frutos Rojos” en la formulaciéon B12.

El perfil temporal dominante de B12 mostré que el atributo Frutos Rojos
(R) fue la sensacion temporal dominante durante el rango de tiempo evaluado y
para los 3 sorbos; también evidencio el aumento en la dominancia del dulzor
después de cada ingesta durante los tres sorbos, seguido de un decrecimiento
mas lento en la velocidad de dominancia; esta tendencia fue similar a la

observada por Zorn y col., (2014) para jugos endulzados con azucar.
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2.4.8 Evaluacion de la aceptabilidad de las muestras a través de los
registros Intensidad-Tiempo.

La evaluacion en el tiempo de la aceptabilidad de B12 con consumidores
se representa en la curva promedio de IT para los cuatro sorbos (Figura 18). La
aceptabilidad presenta un rapido incremento durante los primeros 10 s del
primer sorbo, continuando con un leve aumento durante los sorbos posteriores.
Es de destacar el alto nivel de aceptabilidad de B12 y su incremento en los
sucesivos sorbos, indicando una alta probabilidad de que la bebida sea

adoptada por los consumidores.
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Figura 18. Curva intensidad —Tiempo (IT) promedio de aceptabilidad durante la

ingestion de cuatro sorbos por un periodo de 80 segundos.

V Escala hedénica (EH) antes y después del ensayo dinamico de B12.
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Con el fin de comparar las mediciones dinamicas (IT) con las medidas
estaticas tradicionales (escala hedodnica, EH), se midio la aceptabilidad inicial
(antes de comenzar con el registro IT) y al finalizar, estas mediciones estan
incluidas en la figura 18. El valor de aceptabilidad inicial fue de 7.0£1.2 por EH

y el final 7.3+1.0, la variacién no fue significativa (p> 0.05; prueba de Tukey).

Los valores de aceptabilidad por medio de los registros IT se analizaron para
cada sorbo. En el sorbo 1 la aceptabilidad de B12 alcanzé un valor de
aceptabilidad de 6.7+1.5, aumentando progresivamente con cada sorbo (Sorbo
2= 7.1%£1.3; Sorbo 3= 7.5%1.3) hasta un aumento del 18.3% al finalizar la
medicién (Sorbo 4= 7.9+1.2). Durante el tiempo evaluado con sorbos sucesivos
no se observo decrecimiento de la aceptabilidad, sugiriendo que la bebida B12

mantiene su aceptabilidad tras sucesivas ingestas.

Para cotejar el nivel de agrado de B12 con algun producto de
aceptabilidad conocida, se midié con los mismos consumidores la preferencia
de una galleta de chocolate usando una escala hedénica (EH) (Figura 18). La
aceptabilidad de la galleta comercial fue de 7.7+1.3 y no presento diferencias
significativas con los valores de aceptabilidad iniciales y finales (EH), ni con la
intensidad maxima del ultimo sorbo evaluado por IT para B12, evidenciando la

potencial aceptabilidad de la nueva bebida en el mercado.

La aceptabilidad de B12 se puede relacionar con la combinacién de los
atributos dominantes Frutos rojos y dulzor y la notoria disminucién de la
astringencia, la cual aparece cuando baja el dulzor del ultimo sorbo pero no

afecta la aceptabilidad final.
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2.5 Conclusiones

Se evaluaron diferentes combinaciones de sabores de frutas (tanto
artificiales como naturales) con infusiones de Yerba mate, eligiendo el
Cassis como el material mas llamativo por su sabor y color que permitié
enmascarar la infusion de Yerba mate. Las mezclas obtenidas de

YMI/Cs se liofilizaron para obtener las bebidas en polvo.

Los analisis sensoriales iniciales arrojaron que la formulacion B3 obtuvo
mayor aceptabilidad, mejor perfil de atributos de diagnéstico e intencidn
de compra, indicando que los consumidores “Ciertamente o
probablemente comprarian la bebida. Sin embargo, el atributo
“Astringencia” fue caracteristico de todas las muestras, siendo necesario
aumentar el dulzor y disminuir la concentracion de la infusién de yerba

usada.

La aceptabilidad de una nueva bebida puede ser mejorada a través de la
exposicion repetida y este proceso puede ser facilitado por un gusto
heddnicamente positivo como el dulzor. El efecto de la exposicion
repetida (cuatro veces) de la nueva bebida no fue suficiente para
incrementar la intencion de compra. La aceptabilidad por parte de los
consumidores puede incrementarse con la exposicidn repetida, sin

cambiar la evaluacion analitica de la primera impresion.
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El atributo de diagndstico “Dulzor” tuvo una alta influencia en la
percepcion de los otros atributos “Acidez, Aroma y Cuerpo”; pudiendo
contribuir a mejorar los valores de aceptabilidad obtenidos después de
cuatro exposiciones. El nivel 6ptimo de dulzor afectd la eleccion de los
términos por parte de los consumidores, dado que las emociones

generadas por la muestra mas dulce fueron siempre positivas.

Los consumidores mas jovenes otorgaron los valores mas altos y
presentaron una actitud mas positiva cuando probaron la nueva bebida,
mientras que el grupo de mayor edad mostraron los valores mas bajos
de aceptabilidad e intencion de compra, demostrando un estatus

emocional negativo hacia sabores innovadores.

Por medio del Analisis de Correspondencia factorial y el Analisis de
Componentes Principales, se determind la concentracién ideal de la
infusion de Yerba mate (B7 Concentracion YMI: 60g/L) para que los
atributos astringencia y amargor no afecten la aceptabilidad de la bebida

en polvo.

Tras los ajustes en la concentracion de polvo, azucar, edulcorante vy
aroma se obtuvo el producto final (B12). Los analisis sensoriales
realizados para determinar el grado de aceptabilidad de esta bebida
mostraron que, la combinacion de sus dos principales componentes

Yerba mate/ Cassis fue ampliamente aceptada por los consumidores.
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Su perfil descriptivo se caracteriz6 por una apariencia atractiva
manifestada por la intensidad de los atributos de brillo y color, un intenso
aroma a frutos rojos, con un buen balance entre el dulzor y la acidez,
dado que ambos estan presentes con predominio del dulzor. Asimismo,
la astringencia no es un atributo predominante. El balance aroma a
frutos rojos/dulzor dio realce al sabor final de la bebida. Es de senalar
que los atributos de astringencia y amargor, que generalmente tienen un
tono heddnico negativo, presentaron niveles bajos y no incidieron en la

aceptabilidad global de la bebida.

El uso de la metodologia STD permitidé conocer el perfil sensorial
dinamico de la bebida en polvo final, caracterizandose por dos atributos
dominantes en el tiempo “Frutos rojos y Dulce” también determinados en

el perfil sensorial por el método descriptivo cuantitativo Spectrum.

Los ensayos de intensidad-tiempo evidenciaron un aumento en la
aceptabilidad de la bebida durante las diferentes ingestas; junto con la
informacion obtenida por STD permitié verificar la probable adopcién de
esta nueva bebida por los consumidores. Esto ocurre en algunas
ocasiones debido a que los gustos o aromas residuales que se perciben
luego de consumos sucesivos llevan a que los consumidores rechacen
el producto inicialmente aceptado. Por lo tanto, se puede concluir que la
aceptabilidad de la bebida es altamente promisoria como una nueva
alternativa de bebidas saludables en polvo con un amplio perfil de

polifenoles provenientes de la Yerba mate y del Cassis.
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Capitulo lll. Efecto de las condiciones de almacenamiento en las
caracteristicas fisicoquimicas de polvos correspondientes a la
formulacion preliminar.

3.1 Introduccién

Las propiedades fisicoquimicas de los jugos instantaneos tales como el
color, solubilidad, fluidez, composicién de compuestos bioactivos y la actividad
antioxidante pueden sufrir alteraciones indeseables durante el almacenamiento.

Los compuestos polifendlicos, en especial las antocianinas pierden
estabilidad por factores como el pH, la exposicion a la luz, los cambios de
temperatura, la presencia de oxigeno y las actividades enzimaticas (Bakowska
y col., 2008); el contenido de agua presente en el alimento puede favorecer el
deterioro de dichos compuestos (Syamaladevi y col., 2011). La velocidad con
que se producen estos cambios depende fuertemente de la temperatura de
almacenamiento (T amacenamiento), d€ la humedad del polvo y del estado fisico en

el cual se encuentre el producto.

La temperatura de transicion vitrea (T4) esta definida como la
temperatura a la cual un sistema amorfo cambia del estado vitreo (alta
viscosidad; 10" Pa.s) a un estado gomoso (Roos y col., 2010).

Algunos de los componentes de los jugos en polvo tales como azucares de
bajo peso molecular y acidos organicos, poseen bajos valores de Tg4; y sumado
su alta higroscopicidad pueden generar problemas de fluidez y pegajosidad

durante el almacenamiento (Ferrari y col., 2012).
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Para proporcionar un estado vitreo metaestable los valores de

Taimacenamiento deben ser inferiores a los valores de T4 del producto, evitando
cambios apreciables en las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales como la
textura y el color del producto (Roos, 1991) y la ocurrencia de reacciones

quimicas de deterioro de difusién controlada (Tonon y col., 2009).

Sin embargo, algunos autores han demostrado que algunas reacciones
como el pardeamiento no enzimatico ocurren durante dicho estado (Shebor y
col., 1999; Miao y Roos, 2004).

Estudiar la interaccion de la Tamacenamiento, 18 humedad de almacenamiento y
los valores de T4 en las caracteristicas fisicoquimicas, es de fundamental
importancia para minimizar la degradacion de los compuestos bioactivos y
evitar el deterioro de la calidad del polvo por apelmazamiento, pegajosidad,

colapso y aparicion de coloraciones indeseables.

3.2 Objetivo

Evaluar la interaccion entre las condiciones de almacenamiento (tiempo, y
temperatura) y humedad de polvos correspondientes a la formulacién B3(b) en
sus propiedades fisicas (temperatura de transicion vitrea, color, solubilidad y
microestructura) y quimicas (composicion de compuestos bioactivos y

capacidad antioxidante).
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3.3 Materiales y métodos

En los resultados obtenidos en la etapa 1 (Véase Capitulo 2, apartado
2.4.2), se determind que la bebida B3 tenia mayor aceptabilidad y mejor perfil
de atributos de diagnostico; sin embargo, las muestras obtenidas eran
altamente higroscépicas y de dificil manipulacion. Para solucionar esto, la
mezcla YMI:Cs /maltodextrina/aroma se liofilizé sola y los endulzantes en forma
solida se incorporaron al polvo resultante.

Esta nueva formulacion se denominé B3(b) y su relacion de componentes
sélidos fue : [Mezcla YMI (120 g/L hojas yerba)/Cs/MD(15%p/v)/Aroma
FP(0.01% p/v) 77.4% plp, Azucar 22.4% p/p; Edulcorante 0.2% p/p (ANEXO

9).

3.3.1 Almacenamiento

Para analizar el efecto de la temperatura de almacenamiento y la
humedad ambiente en las propiedades fisicoquimicas de B3(b), las muestras
se envasaron en frascos color ambar (5g/frasco; figura 19) y se expusieron a

cuatro tratamientos (Trt):

e Trt1 (20°C; sellado hermético; H1)
o Trt2 (40°C; sellado hermético; Hy)
e Trt3 (20°C; 33% HR; H3)
e Trt4 (40°C; 33% HR; Hy)

e Control (-20°C; sellado hermético; H;)

145



Capitulo lll. Efecto de las condiciones de almacenamiento en las
caracteristicas fisicoquimicas de polvos correspondientes a la
formulacion preliminar.

Donde, H, corresponde a la humedad inicial del polvoy Hy, Ha, H3y Hy

la humedad final adquirida durante el almacenamiento para cada tratamiento.

N

Nivel de llenado |

5cm

D= Diametro
h= Altura

h

P —

o e
5 g B3(b) D=3 cm

Figura 19. Frascos usados durante el almacenamiento de B3(b).

Para Trt 1 y Trt 2 los frascos fueron sellados herméticamente para
preservar la humedad inicial de la muestra (Rocha y col., 2016). En el caso de
Trt 3 y Trt 4 los frascos se almacenaron abiertos en desecadores herméticos
que contenian una solucién saturada de Cloruro de Magnesio (MgCl,) para

proporcionar una humedad relativa (%HR) de 33%.

Las muestras se almacenaron en estufas a 20°C (Trt 1 y Trt 3) o0 40°C
(Trt 2 y Trt 4) durante 90 dias; los resultados se compararon con los de una
muestra control almacenada en frascos herméticos a -20°C. En la tabla 15 se
presentan los tiempos de muestreo y los ensayos fisicos y quimicos empleados

durante el estudio.
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Tabla 15. Dias de toma de muestra para los ensayos fisicos y quimicos

durante el almacenamiento de B3(b).

Muestreo (dias) 0 3 7 10 15 30 65 90
Ensayos fisicos
Color
Solubilidad
Humedad
DSC (Ty)
Microestructura
(SEM)

X X X X X
X X X X X

Ensayos quimicos

Polifenoles Totales X
Antocianinas
Actividad antioxidante x X X X X X X

X
X
X
X
X
X
X

X X X

3.3.2 Ensayos Fisicos
Para la determinacién de solidos solubles totales (SST) y solubilidad, el
polvo de B3(b) se reconstituyo segun lo expuesto en el Capitulo 2, apartado

2.3.4, Tabla 4.

3.3.2.1 Sdlidos solubles totales (SST):

El principio de medicion se basa en la refraccion de la luz creada por el
tipo y concentracion de los solutos (por ejemplo el azucar). La unidad de
medida es grados Brix, donde 1°Brix corresponderia a un indice de refraccion

de una solucién de sacarosa en agua al 1%.
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La escala Brix expresa entonces, el contenido de azucar en g de

sacarosa por 100 g de solucién acuosa, asi 20 °Brix ~ 20% p/p de sacarosa en
solucion (Bakker y Clarke, 2011).

El contenido de SST de las infusiones de Yerba mate, pulpa de Cassis y
las bebidas reconstituidas se determiné con un refractometro manual Atago N2

(Tokyo, Japan).

3.3.2.2 Actividad acuosa (a,)

La actividad acuosa (a,) del polvo fue determinada con un equipo
Aqualab serie 3 (Decagon Device, Pullman, Washington, USA), previamente
calibrado con soluciones salinas saturadas con actividades acuosas en el

rango de interés.

3.3.2.3 Humedad:

El contenido de humedad del polvo se midié6 mediante secado en estufa
(Sanjor serie SL DB; Buenos Aires, Argentina) a 105+ 1°C hasta alcanzar peso
constante. Todas las determinaciones se hicieron por triplicado. El porcentaje

de humedad (H(%)) se calculé mediante la ecuacién (4):

H(%) = [(PlP;l”] %100 (Ec. 4)

Donde, P, es el peso del producto liofilizado (g) y Ps es el peso seco final (g).
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3.3.2.4 Comportamiento térmico

La calorimetria Diferencial de Barrido (DSC; Differential Scanning
Calorimetry) es una técnica basada en la medicién de la capacidad calorifica
relativa de un sistema determinado cuando este sufre una transicion inducida
por un cambio térmico (Beldarrain, 2001). Consiste en calentar
simultaneamente una capsula que contiene la muestra enfrentada a una de
referencia vacia a la misma velocidad. Al calentar la muestra se produce una
transicion inducida por la temperatura que absorbe parte del calor suministrado,
por lo tanto la temperatura de la muestra sera menor que la de la capsula
referencia. Para mantener las temperaturas constantes el sistema suministra
una potencia de calentamiento adicional proporcional a la diferencia de
capacidades calorificas entre la muestra y la referencia. En el caso de la
transicion vitrea, el aumento de movilidad molecular y de volumen libre cuando
el polvo pasa al estado gomoso provocan un cambio endotérmico en la

capacidad calorifica detectable por DSC (Haque y Roos, 2006).

En la figura 20 se muestra un termograma tipico de un azucar liofilizado
y sus transiciones de fase; este se obtiene de la representacion de la potencia
de calentamiento vs temperatura. EI cambio en el calor especifico de un sélido
que ocurre a la temperatura de transicion vitrea (Tg4), se evidencia como un

cambio en la pendiente de la linea de base del termograma (Roos, 1992).
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Figura 20. Termograma de un azucar liofilizado (Adaptado de Roos, 1992).

La transicion vitrea transcurre en un rango de temperaturas cuya
amplitud varia entre 10 y 30°C; el punto inicial (Tgonset)) Y €l valor medio (Tg))
son comunmente referidos como la temperatura de transicion vitrea (Tg) (Roos,
1995; Moraga y col., 2012). En este estudio la temperatura de transicion vitrea
(Tg) se determin6 con un equipo Q-100 controlado por el médulo TA 5000 (TA
Instruments; Estados Unidos), con accesorio de calentamiento-enfriamiento

bajo atmosfera de nitrégeno (N2; 20 mL/min).

Se pesaron 2-4 mg de muestra en capsulas de aluminio y se sellaron
herméticamente, como referencia se utilizd una capsula vacia. Las muestras se
calentaron a 5°C/min hasta 110°C, aplicando el método modulado (+/- 0.20°C
cada 40 segundos). Las determinaciones se hicieron por duplicado y los
valores de Tgyensety Tg1) Y Tgginay S€ calcularon a partir de los termogramas

obtenidos mediante el software TA Universal Analysis 2000 (Estados Unidos).
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3.3.2.5 Anadlisis de color de las bebidas en polvo

Las variaciones de color se determinaron con un colorimetro triestimulo
(Chroma Meter Minolta CR-400; Minolta Co., Ramsey, New Jersey, USA). Se
registraron las coordenadas de la escala CIE-L*a*b*; donde L* corresponde a la
luminosidad en una escala de 0 (negro) a 100 (blanco); a* a la variacién entre

(+) rojo y (-) verde y b* a la existente de (+) amairillo a (-) azul (Figura 21).

El espacio de color CIELAB

Es un espacio tridimensional
coh tres Planos o ejes

Plano - Eje

Luminosidad

(L*)

[
5 Plano

Rojo - Verde

&)

Plano
Amarillo - Azul
(b*

Figura 21. Espacio de color CIE-L*a*b*.

Se depositaron 1.5 g de cada muestra en una capsula de vidrio de 1 cm
de altura y 50 mm de diametro, las mediciones se realizaron en muestras
triplicadas y cada valor fue el promedio de 9 medidas/muestra. El indice de
saturacion (IS) y el angulo de matiz (HA) representan el grado de intensidad del
color y su tono respectivamente, ambas coordenadas se calcularon a partir de

las ecuaciones (5) y (6) (Minolta, 1993).
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Un incremento en HA indicaria un crecimiento del aporte del amarillo, mientras

que una reduccion representaria una mayor proporcion del azul.

IS =./(a*?> + b*?) Ec.5

HA = tan™! (b—) Ec. 6

a

3.3.2.6 Solubilidad:

La solubilidad de la muestra en polvo se determind segun el método de
Chen y Jane (1994) con modificaciones. Las muestras reconstituidas en agua
destilada se agitaron durante 5 minutos a 25°C; las dispersiones obtenidas se
centrifugaron a 3000 rpm por 5 minutos en una centrifuga Rolco CM 2036,

(Buenos Aires, Argentina).

Una alicuota de 5 mL del sobrenadante se transfirié a cajas de Petri de
vidrio (50 mm de diametro) previamente pesadas e inmediatamente se secaron
en estufa (Sanjor serie SL DB (Buenos Aires, Argentina) a 105 £ 1°C por 5

horas. La solubilidad en agua se calculé mediante la ecuacion 7:

(pss*FD%100)
14

% Solubilidad = Ec.7

Donde, pss es el peso seco de sobrenadante (g), p; es el peso del
producto liofilizado (g) y FD es el factor de dilucién. Las determinaciones se

hicieron por duplicado.
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3.3.2.7 Determinacidn de la microestructura mediante microscopia
electronica de barrido
La microscopia electronica de barrido (SEM: Scanning electron
microscopy) permite estudiar las caracteristicas microestructurales de la
superficie de diferentes materiales. Su alta resolucién (de 20 a 50 A) y gran
profundidad de foco (aproximadamente entre 100 y 1000 veces mayor que la
de un microscopio 6ptico a la misma magnificacion) brinda imagenes con
apariencia tridimensional. En alimentos en polvo, las imagenes SEM pueden
detallar la forma de las particulas y el aspecto de la superficie (Kang y col.,

2013).

El microscopio esta compuesto por el sistema de vacio, la columna de
electrones, la camara portamuestras y el sistema de adquisicion vy
procesamiento de imagenes (Figura 22) y emplea un haz de electrones en
lugar de uno de luz para formar la imagen. En algunos casos es necesario
cubrir las muestras con una capa delgada de carbdn u oro para proporcionar

caracteristicas conductoras.

Las micrografias SEM de B3(b) se obtuvieron con un microscopio FEI,

modelo Quanta 200, Holanda (Figura 22.D) en condiciones de alto vacio.
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lente objetivo ~ Bobinas de barrido

Figura 22.A. Diagrama esquematico de un microscopio electrénico de barrido
(Kang y col., 2013). B. Camara portamuestras C. Muestras de bebidas en polvo
(YM/Cs) recubiertas con oro. D. microscopio electrénico de barrido FEI, modelo
Quanta 200 (LIMF, UNLP).

Las muestras adheridas a los portamuestras cilindricos con cinta
adhesiva de doble cara se metalizaron con una capa de oro (Figura 22.C). Las

determinaciones se realizaron con un voltaje de aceleracion de 20 kV.

154



Capitulo lll. Efecto de las condiciones de almacenamiento en las
caracteristicas fisicoquimicas de polvos correspondientes a la
formulacion preliminar.

3.3.3 Ensayos quimicos

En las determinaciones de pH, asi como en los analisis de los
contenidos de polifenoles, antocianinas monomeéricas totales y la actividad
antioxidante, los polvos liofilizados de B3(b) se reconstituyeron segun lo

descripto en el Capitulo 2, apartado 2.3.4, tabla 4.

3.3.31 pH

El pH de las bebidas reconstituidas se midi6 con un pHmetro Hach
Sension+ pH3 Lab (Hach Company, Lovely, CO, USA) a 25°C. Las mediciones

se hicieron por duplicado.

3.3.3.2 Polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales (PT) se determiné con el método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau (Schlesier y col.,, 2002), basado en la
medicidn de la absorbancia entre 725 - 750 nm del complejo coloreado (verde-
azul) que se forma como resultado de la oxidacién de los grupos fendlicos con

los acidos fosfomolibdénico y fosfotungsténico.

La muestra B3(b) reconstituida se centrifugé a 3000 rpm durante 10
minutos en una centrifuga Rolco CM 2036 (Buenos Aires, Argentina). El
sobrenadante se filtré y almacend a 4°C protegido de la luz hasta ser analizado

en el mismo dia (Figura 23).

155



Capitulo lll. Efecto de las condiciones de almacenamiento en las
caracteristicas fisicoquimicas de polvos correspondientes a la
formulacion preliminar.

Muestra reconstituida
(Agua destilada)

\

Agitar en vortex
t= 5 min; T= 25°C

b

Centrifugar
3000 rpm; t= 10 min -

v

Sobrenadante 1

b

Filtrar (poro: 40um)

J' Se almaceno
protegido de la luz

a 4°C hasta la

medicidn

Residuo solido

Extracto acuoso

Figura 23. Diagrama de extraccidon acuosa para las bebidas en polvo.

0.2 mL del extracto acuoso se mezclaron con 2 mL de NaxCO3 2% (p/v),
después de 2 minutos se agregé 0.2 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau (1:1),
se agitd mediante vortex y se dejé reaccionar durante 30 minutos. La
absorbancia se midié a 725 nm en un espectrofotémetro UVmini-1240 UV-Vis
(Shimadzu Scientific Instruments, Japon). Los resultados se expresaron en mg

equivalentes de acido galico (GAE) /g polvo.

La curva de calibracion se determind con concentraciones de acido galico entre

0y 0.2 mg GAE/mL (Figura 24).
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Figura 24. Curva de calibracién polifenoles totales (mg acido galico equivalente
(GAE) / mL solucién).

3.3.3.3 Antocianinas monomeéricas:

Las antocianinas sufren una transformacién estructural reversible con los
cambios de pH que se pone en evidencia a través de notables cambios en el
espectro de absorbancia. La forma oxonium (coloreada) predomina a pH 1.0 y

la hemiacetal a pH 4.5 (Figura 25).

2.0+
1.8
1.6
1.4+
1.2
1.04
0.84
0.6
0.4
0.21 pH 4.5

0.0 T T T 1
260 360 460 560 660 760

A (nm)

pH 1.0

Absorbancia

Figura 25. Espectro representativo de las formas oxonium y hemiacetal.
(Giusti y Wrolstad, 2001).

157



Capitulo lll. Efecto de las condiciones de almacenamiento en las
caracteristicas fisicoquimicas de polvos correspondientes a la
formulacion preliminar.

El contenido de antocianinas monoméricas totales (MAC) de las bebidas

en polvo YMI/Cs se determind por el método de pH diferencial, que esta
basado en la reaccion antes mencionada y permite medir antocianinas totales
incluso en presencia de pigmentos degradados polimerizados y de otros

compuestos interferentes (Giusti y Wrolstad, 2001).

Las antocianinas se extrajeron con etanol acidificado (Figura 26), el
extracto se diluyd con buffers a pH 1.0 y 4.5 con el fin de lograr el rango de
concentracion adecuado; las absorbancias se midieron a 520 (Amax) Y 700 nm

con un espectrofotometro U-1900 (HITACHI, Japdn).

[ 1 g de muestra ]

Adicionar 4 mL solvente
HCI 0.1N:EtOH 96% (15:85)
¥

Agitar en vértex
5 minutos a 25°C

v

Centrifugar 3000 rpm
t= 15 min

!

Filtrar (poro: 40um)

Sobrenadante 1 Residuo sodlido |«

L_I

Repetir la extraccion.

¥

Sobrenadante 2

v

> Aforara 10 mL

Figura 26. Diagrama de obtencion del extracto de antocianinas.
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La concentracion de antocianinas monoméricas (MAC) se calculé mediante las
ecuaciones 8 y 9; se expres6 en mg CyGE (equivalentes de cianidin-3-

glucosido)/ g m.s:

A= (A)‘Vis—max - A}\700)pH 1.0 — (A)\Vis—max - A}\700)pH 4.5 Ec. 8

MAC(mg/L) = (A* PM = FD * 1000) /(e * 1) Ec. 9

Peso molecular (PM) = 449.2 g/mol; coeficiente de extincion (€)= 26900

L/cm.mol; FD= dilucion factor (Giusti y Wrolstad, 2001).

3.3.3.4 Actividad antioxidante (DPPH):

La técnica se basa en la reaccion de compuestos con supuesta actividad
antioxidante con el radical libre 2,2-difenil-1-picril hidracilo (DPPHe) en una
solucion metandlica (Brand Williams y col., 1995). La forma estable del DPPHe
(violeta) absorbe a una longitud de onda de 515 nm, al ser reducido por un
compuesto antioxidante (AH) u otra especie radical (Re) la absorcion disminuye
(amarillo), representando la capacidad antioxidante total del compuesto
ensayado (Figura 27). En este estudio se uso el protocolo de Brand Williams y
col., (1995) con modificaciones. Se empleé como solvente y medio de reaccion
etanol (96%) en lugar de Metanol ya que otros autores demostraron que no

existian mayores diferencias entre ambos solventes.
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Figura 27. Reaccién del radical libre (DPPHe) con una sustancia con actividad
antioxidante (AH).

Una alicuota (0.1 mL) del extracto acuoso se mezclé con 3.9 mL de la
solucion DPPHe-etanol (25 mg DPPH-¢/L). El curso de la reaccién se siguid
determinado la caida de la absorbancia a 517 nm con un tiempo de reaccion de
120 minutos (Valerga y col, 2010). Los resultados se expresaron como

porcentaje de Inhibicion (%l; Ec. 10):

(Absp—Absy)
Absp

%l = [ ] 100 Ec. 10
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3.3.5 Analisis estadistico

Se realizd el correspondiente analisis estadistico de varianza mediante
ANOVAS de dos y una via con el software Infostat v. 2013 (Grupo InfoStat,
FCA, Argentina), las diferencias se compararon mediante el test de Tukey

usando un nivel de significancia p<0.05.

3.4 Resultados y discusion

3.4.1 Caracteristicas fisicoquimicas de las materias primas.
Los valores de SST, pH asi como el contenido de polifenoles totales (PT) y de

antocianinas monomeéricas (MAC) de las materias primas fueron:

e Infusion de yerba mate

SST = 4°Brix; pH= 5.44+0.01; PT = 100.60 * 6.21 mg GAE/g m.s.

e Pulpa de Cassis

SST = 80°Brix; pH= 3.0 £ 0.01; 134.14+4.94 mg GAE/g m.s

MAC = 581.1 + 1.4 mg CyGE/100 g m.s.
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3.4.2 Variaciones en las caracteristicas fisicas de B3(b) durante el

almacenamiento:

3.4.2.1 Contenido de humedad y comportamiento térmico

El contenido de humedad del B3(b) en polvo antes del almacenamiento
fue 3.58%, cercano a valores informados para polvos de pomelo liofilizado
(4.77%; Moraga y col., 2012) y de mora procesada con secado spray (3.25 -
4.42%; Ferrari y col., 2013). El nivel de actividad acuosa de las muestras a,~=
0.089 (ay < 0.2; Zona | de la Isoterma de sorcion) estaba dentro del rango
apropiado para favorecer la estabilidad del polvo segun lo indicado por Labuza
y Altunakar (2007) (Figura 1.6, Capitulo 1), ya que representa una menor
cantidad de agua disponible para el crecimiento microbiano ((ay, = 0.8; Zona llI
de la Isoterma de sorcion) y reacciones bioquimicas (a, = 0.5; Zona lll),

prolongando su vida util (Fennema, 2000).

El rango de temperatura correspondiente a la zona de transicion vitrea fue:
Tgonsety = 72.33%2.04°C, (T4q)) = 79.77£2.04°C y (Ty1) = 84.28+2.37°C (Figura

28).
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Figura 28.Termograma de B3(b) previo almacenamiento.

Ferrari y col., (2013) informaron valores de T4 de 60.23°C para polvos de
Cassis con 7% MD deshidratados por secado spray considerablemente
menores que los obtenidos en este estudio. Estas diferencias se deben
probablemente al menor contenido de MD (15% vs 7%), y a la presencia del
extracto de yerba en el polvo. Bhandari y col., (1999) concluyeron que la
incorporacion de solutos de alto peso molecular como la maltodextrina a las
mezclas previo a la deshidratacion aumentaba los valores de Tg

proporcionando mayor estabilidad a los polvos.

La tabla 16 muestra los rangos de Ty y el %H para las diferentes
condiciones de T y %HR al principio y al final del almacenamiento asi como el

estado del polvo.
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Tabla 16. Efecto de las condiciones de almacenamiento en la humedad (%H), temperatura de transicion vitrea ( Tg onset), Ty Y To)

y estado de los polvos.

Estado
t (dias) T(°C) Muestra %H Tg (onset) Tg ) Tg
a Taimacenamiento
0 - Inicial (Hi) 3.58+0.26° 72.3342.04° 79.77+2.04° 84.28+2.37° Vitreo
90 20 Trt 1 (H1) 4.42+1.01° 65.38+1.28° 74.29+4.05° 79.20+3.66° Vitreo
90 40 Trt 2 (H2) 3.54+0.99° 54.54+1.0° 55.74+1.2° 56.74+1.1° Vitreo
90 20 Trt 3 (H3) 6.02+0.16° 30.44+4.34° 32.76+3.08° 37.1445.71° Vitreo
90 40 Trt 4 (H4) 5.41+0.20° 32.46+0.48° 35.74+2.36° 38.07+4.41° Gomoso

Resultados expresados como el promedio + desviacién estandar de muestras duplicadas. Para cada columna valores con

superindices diferentes son significativamente diferentes (p<0.05) con la prueba de Tukey.
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Los resultados del analisis estadistico indicaron que a temperatura
constante, el incremento de la humedad ambiente entre Trt 1/Trt 3y Trt 2/Trt 4
acrecento la humedad de los polvos entre 36 y 53% (p<0.05). El aumento de
20°C a 40°C caus6 una caida en el %H (H1>H2 y H3>H4) del 10%.

Al-Muhtaseb y col., (2004) postularon que este comportamiento podria
deberse a que al aumentar la temperatura se incrementa la evaporacion
induciendo a una merma en la humedad del producto; Ferrari y col., (2012) y
Mosquera y col., (2012) reportaron resultados similares para polvos de mora
secados por spray-dry y polvos liofilizados de fresa respectivamente.

Para garantizar que las condiciones de temperatura y humedad del polvo
correspondiesen a la zona de maxima estabilidad del mismo se considerd a

Tg(onsety cOMo el valor de la temperatura de transicion vitrea.

Luego de 90 dias de almacenamiento se detecté una caida significativa
(p<0.05) de Tgonsety €N todas las condiciones de almacenamiento. Las muestras
expuestas a altos niveles de humedad ambiente (33%HR; Trts 3 y 4) tuvieron el
descenso mas pronunciado, 55-58% (p<0.05). En el caso de muestras
almacenadas a bajos niveles de HR (Trt 1 y 2), la disminucién de T4 fue mucho
menor y la influencia de la temperatura (20/40°C) mas marcada ya que las
reducciones de T4 detectadas fueron 9.61% (Trt 1; 20°C) y 24.59% (Trt 2;

40°C) (Tabla 16).
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Al final del almacenamiento, las muestras correspondientes a Trt 1, Trt 2
y Trt 3 estaban en estado vitreo (Tamacenamiento< Tg onset); SIN €mbargo, en los
polvos almacenados de acuerdo a Trt 4 se estaria iniciando la transicion al
estado gomoso (Taimacenamiento™ Tgionset)) Que explicaria el ligero apelmazamiento

observado unicamente en estas condiciones (Figura 29.B).

Figura 29. B3(b) A) Dia 0 (C); B) Dia 90 (Trt 4: 33%HR; 40°C).

3.4.2.2 Color y solubilidad

La tabla 17 muestra las variaciones de L* a*y b* durante los 90 dias de

almacenamiento para los 4 tratamientos.

Se observaron fluctuaciones en todos los parametros de color durante el
almacenamiento; sin embargo, para a*y L* no eran significativas (p>0.05). El
efecto de T y %H del polvo se vio reflejado en mayor medida en b* donde las
variaciones fueron significativas para todos los tratamientos evaluados (p<

0.05).

166



Capitulo lll. Efecto de las condiciones de almacenamiento en las
caracteristicas fisicoquimicas de polvos correspondientes a la

formulacién preliminar.

Tabla 17. Efecto de las condiciones de almacenamiento en la luminosidad (L*),

grado de rojo (a*) y grado de amarillo (b*).

Parametros
t(dias) T(°C) Muestra
L* a* b*

0 - Inicial 52.46+1.51*  21.5+0.60° -2.83+0.13°
90 20 Trt 1 52.67+1.03%  22.02+0.34% -3.15+0.06°
90 40 Trt 2 53.19+1.18%  21.49+0.59° -2.68+0.1°
90 20 Trt 3 53.93+1.51%  22.14+0.72° -2.38+0.08°
90 40 Trt4 55.23+1.54%  22.35+0.60° -1.89+0.07°

*

Resultados expresados como el promedio + desviacion estandar de
triplicados. Para cada columna valores con superindices distintos difieren
significativamente (p<0.05).

b* aumentd 33.21% comparado con el valor inicial registrado (dia 0),
para los polvos correspondientes a Trt 4 (40°C y 33%HR), la influencia de Trt 2
y Trt 3 siguié un comportamiento similar, aunque el incremento detectado fue

menor (Trt 4 > Trt 3 > Trt 2).

Las figuras 30.A y B muestran las variaciones del indice de saturacién
(IS) y del angulo de matiz (HA) durante el almacenamiento para los diferentes

tratamientos.

El andlisis de varianza indicé una interaccion significativa (p<0.05)
Trt/tiempo de almacenamiento. Las diferencias estadisticas en las variaciones
de IS y HA no se muestran en la figura 30, debido a que la complejidad del

grafico dificultaba su comprension
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Figura 30. Variaciones de IS (A) y HA (B) durante los 90 dias de
almacenamiento. (C= control; Trt 1= 20°C/H1; Trt 2= 40°C/H2; Trt 3= 20°C
133% HR, Trt 4=40°C /33% HR).

Durante los primeros 15 dias de almacenamiento se detectaron
fluctuaciones no significativas (p>0.05) en ambos parametros para todos los
tratamientos incluido la muestra control. A t= 90 dias la influencia de los
tratamientos en IS era marginal (p>0.05) (Figura 30.A.); sin embargo, HA
aumento (p< 0.05; figura 30.B) en el siguiente orden: 35% (Trt 4) > 17% (Trt 3)
> 4.7 (Trt 2); Trt 1 no presentd diferencias significativas de la muestra control

(p<0,05).
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Figura 31. A. Diagrama de cromaticidad a* y b*. B. Luminosidad vs IS.

(Adaptados de Minolta, 1993).

Las muestras control y almacenadas estarian ubicadas en el cuarto

cuadrante del plano en la zona de color marcada en la figura 31.A; ademas en

el grafico de Luminosidad vs IS se ubicarian cerca de la zona de opacidad

(Figura 31.B), siendo polvos oscuros y opacos.

Los resultados obtenidos indicaron que T > 20°C y humedades relativas

>33% favorecen el deterioro del color del polvo aunque estos no serian

detectados por el ojo humano.
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Las condiciones de temperatura y humedad aplicados durante los 90
dias no afectaron (p> 0.05) la solubilidad de B3(b) (Figura 32), manteniendo
valores superiores al 80%; lo cual podria atribuirse a la gran solubilidad de la
maltodextrina (MD DEqy) en agua, en concordancia con los resultados
obtenidos por Mosquera y col.,, (2010), que confirmaron que el uso de
cualquiera de las maltodextrinas mejora la solubilizacién del borojé liofillizado
en polvo a temperatura ambiente (20°C) alcanzando cerca de un 90% de

solubilidad.
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Figura 32. Cambios en la solubilidad de B3(b) durante el almacenamiento. (C=
control; Trt 1= 20°C/H1; Trt 2= 40°C/H2; Trt 3= 20°C /33% HR; Trt 4=40°C /33%

HR).
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3.4.2.3 Morfologia de la formulacién preliminar

La figura 33 muestra las caracteristicas morfoldégicas observadas en
B3(b) en polvo. Las particulas presentaron una estructura porosa de forma
irregular similar a vidrios rotos o en forma de escamas, Haque y Roos, (2006)
encontraron estructuras similares en productos liofilizados como lactosa y

mezclas de lactosa/proteina de suero.

Figura 33. Micrografia de la bebida en polvo B3(b) (muestra control).

La magnificacion se indica en la micrografia.

Se estudio el efecto de las condiciones de almacenamiento (T= 20-40°C;
33%HR) sobre la microestructura de B3(b) almacenada 90 dias. En la figura 34
se muestran las micrografias con diferentes magnificaciones para los 4
tratamientos. La transicion al estado gomoso detectada en las muestras
correspondientes a Trt 4 no se evidencid con esta técnica, la estructura
caracteristica de los polvos obtenidos por liofilizacion se mantuvo en todos los

casos.
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Figura 34. Micrografias electronicas de barrido B3(b) en el dia 90. Trt 1;
magnificacion 400x (A), 1000x (B) y 6000x (C). Trt 2; magnificacién 400x (D),
1000x (E) y 6000x (F). Trt 3; magnificacion 400x (G), 1000x (H) y 6000x (I). Trt
4; magnificacion 400x (J), 1000x (K) y 6000x (L).
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3.4.3 Contenidos de polifenoles totales (PT) y de antocianinas
monoméricas (MAC) y actividad antioxidante
El contenido de PT se cuantifico al inicio (dia 0) y final del
almacenamiento (dia 90), la pérdida de PT luego de 90 dias fue 30-43%

(p<0.05; Figura. 35).
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Figura 35. Contenido de polifenoles ((Inicial dia 0; Trt 1= 20°C/Hi; Trt 2=
40°C/Hi; Trt 3= 20°C/ 33%; Trt 4= 40°C/33% para dia 90). Letras diferentes
representan diferencias significativas (p<0.05) por la prueba de Tukey.

Los resultados indicaron que a humedad del polvo constante el
incremento de temperatura de 20 a 40°C no influyd en la concentracion de PT
final (p>0.05) mientras que a temperatura constante, el efecto de la humedad
fue significativo unicamente a 40°C (p<0.05). El contenido de PT para el dia 90

en orden decreciente fue: Trt 1=Trt3 =Trt 2 > Trt 4.
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Este comportamiento puede explicarse teniendo en cuenta que las
condiciones de temperatura y humedad ambiente utilizadas en Trt 4 indujeron
la transicion de los polvos al estado gomoso, aumentando la movilidad

molecular y favoreciendo la aceleracion de las reacciones quimicas (Tonon y

col., 2010).

La figura 36 presenta la variacion de las antocianinas monomeéricas

durante los 90 dias de almacenamiento.
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Figura 36. Variacion en la concentracion de antocianinas monoméricas (MAC)
durante el almacenamiento ((C= control; Trt 1= 20°C; Trt 2= 40°C; Trt 3= 33%
HR y 20°C; Trt 4= 33% HR y 40°C para dia 90). Letras diferentes representan

diferencias significativas (p<0.05).
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La pérdida de MAC durante el almacenamiento puede dividirse en 2
etapas, inicialmente (0 - 15 dias) fue muy pronunciada (p<0.05), 12% (Trt 1),
16% (Trt 3), 25% (Trt 2) y 22% (Trt 4), mientras que en la segunda fase, la
caida fue significativa (p< 0.05) solo en las muestras a 40 °C (Trts 2 y 4). De 30
a 90 dias y para cada tratamiento las diferencias detectadas en los niveles de

MAC eran no significativas (p> 0.05; Figura 36).

Al final del almacenamiento (65-90 dias) la retencion de MAC por
tratamiento fue: 87 (Trt 1), 76 (Trt 3) y 70 % (Trt 2 y 4). Estos resultados
muestran la fuerte interaccion entre humedad del polvo y temperatura, a 20°C
(Trts 1 y 3) la retencién de antocianinas monoméricas era 11% mayor en las
muestras con menor contenido de humedad (Trt 1) mientras que a 40°C (Trt2y
4) no se detectaron diferencia significativas (p>0.05) a pesar de que las
diferencias de humedades entre ambos tratamientos era mayor que en el caso

de Trts 1/3.

El impacto de la temperatura de almacenamiento fue mas pronunciado
que el de la humedad ya que al contrastar las retenciones de MAC finales en
las muestras correspondientes a los tratamientos 1y 2, esta era 17% menor en
el segundo mientras que cuando se examinaron los tratamientos 3 y 4, la
diferencia fue 8%. Ferrari y col., (2013) demostraron que el aumento en la
temperatura de almacenamiento incrementaba la degradacion de las
antocianinas en polvos de Cassis (Cs) con MD (7%) obtenidos por secado

spray debido a la alta sensibilidad de dichos compuestos al calor.
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La rapida degradacién de antocianinas a altas temperaturas también
puede estar relacionada con la presencia de azucares y proteinas, que
favorecen reacciones de pardeamiento no enzimatico que generalmente
ocurren a altas temperaturas durante el procesamiento y almacenamiento

prolongado de alimentos (Tonon y col., 2009)

La figura 37 muestra las variaciones de la actividad antioxidante (%l) de
B3(b) durante el periodo de almacenamiento para los 4 tratamientos. El

porcentaje de inhibicién inicial del radical DPPH- fue de 88.61%.
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Figura 37. Variacion durante el almacenamiento en porcentaje de inhibicion
(%l). ((C= control; Trt 1= 20°C; Trt 2= 40°C; Trt 3= 33% HR y 20°C; Trt 4= 33%
HR y 40°C para dia 90). Letras diferentes representan diferencias significativas
(p<0.05).
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Al igual que en el caso de las antocianinas, la variacion de la capacidad
de inhibicién del radical DPPH+ durante el almacenamiento puede dividirse en
una fase rapida con una duracion de 10 (Trt 3y 4) o 15 dias (Trts 1y 2) y una
pérdida de actividad entre 10 -13% para los 4 tratamientos. En la 22 etapa la
disminucién de actividad fue mucho mas lenta, luego de 90 dias de
almacenamiento, la reduccion de actividad con respecto al valor inicial para

todos los tratamientos fue 20-23% (Figura 37).

La pérdida de MAC y de actividad antioxidante mas pronunciada en la
etapa inicial del almacenamiento podria atribuirse a que en ese periodo la
absorcién de humedad ambiente es mayor lo que favorece un aumento en la
movilidad molecular y en consecuencia una aceleraciéon de las reacciones

quimicas (Ferrari y col., 2013).

Los resultados de estos estudios indicaron que las pérdidas de PT, MAC y de
actividad antioxidante eran significativas aun en polvos en estado vitreo (Trts 1,
2, 3) o en transiciéon al estado gomoso (Trt 4). Shebor y col. (1999) informaron
que factores como el envejecimiento del material vitreo, movilidad rotacional y
la difusidon a través de poros preexistentes, asi como la heterogeneidad de los
sistemas alimentarios, pueden explicar la ocurrencia de las reacciones
quimicas en alimentos, incluso en estado vitreo. Tonon y col., (2010)
informaron una situacion similar para muestras de polvo de agai almacenadas a
25y 35°Cy 32.8-52.9% HR por 120 dias, las cuales presentaron reacciones de

degradacion tanto en antocianinas como en polifenoles.
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3.5 Conclusiones

. La formulacion intermedia B3(b) tenia alto contenido de polifenoles
totales (PT), antocianinas (MAC) y capacidad de inhibicién del radical DPPHe-.
Sus niveles de a,, y humedad indicaron que el producto es estable y con larga
vida util, con buena fluidez a temperatura ambiente y un alto porcentaje de

solubilizacion en agua fria.

. Para obtener un producto con propiedades fisicoquimicas 6ptimas por 90
dias las muestras deben ser expuestas a temperaturas y humedades relativas
iguales o inferiores a 20°C y 33% respectivamente; garantizando que el estado
vitreo y minimizando las reacciones de deterioro, asi como el apelmazamiento
y pérdida de fluidez visual del producto en polvo. Superando dichos valores de
T vy %HR se favorece el deterioro del color del polvo, las pérdidas en el
contenido de compuestos bioactivos y la disminucién de la actividad
antioxidante; mientras que la solubilidad no se vio afectada negativamente

debido al contenido de maltodextrinas presente en B3(b).

. Las antocianinas exhibieron un mayor deterioro durante los primeros 15
dias de almacenamiento, seguido de una menor velocidad de degradacién en
el periodo de 30 a 90 dias. La temperatura influencié negativamente la
estabilidad debido a la alta sensibilidad térmica de dichos compuestos; el
incremento del contenido de humedad resulté en un mayor deterioro, debido al
aumentando la movilidad molecular que favorecid las reacciones de
degradacion. De la misma manera la actividad antioxidante disminuy6 con el

aumento de la temperatura y el contenido de agua durante el almacenamiento.
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. Las pérdidas de PT, MAC y de actividad antioxidante fueron
significativas al final del almacenamiento para todos los tratamientos,
sugiriendo que aun en estado vitreo pueden suceder reacciones de

descomposicion en almacenamientos prolongados.

. Se obtuvieron las micrografias (SEM) donde se observé la estructura
del producto liofilizado con forma de cristales rotos y de superficie porosa; para
las condiciones del ensayo no se apreciaron cambios drasticos en la

microestructura durante el almacenamiento.
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Capitulo IV. Propiedades de sorcion de agua y efectos sobre los
compuestos bioactivos de B7

4.1 Introduccioén

Los jugos en polvo tienen varias ventajas con respecto al producto
fresco (Carvalho y col., 2011), incluyendo menores costos de transporte y
distribucién, mayor vida util a temperatura ambiente (Iglesias y Chirife, 1976) y
mayor aplicabilidad, ya que pueden consumirse como producto final o usados
como ingredientes o aditivos (agentes colorantes y saborizantes) en otros

alimentos.

La deshidratacion del cassis es dificultosa ya que es altamente
perecedero y sensible a la temperatura, para solucionar este problema deben
aplicarse métodos de preservacion que permitan aumentar la vida util sin
deteriorar sus propiedades sensoriales y nutricionales como la liofilizacion
(Moraga y col., 2012). Esta tecnologia podria aplicarse a la bebida de YMI/Cs
para obtener polvos faciles de envasar y transportar que pueden ser utilizados

como aditivos o en la elaboracion de bebidas energizantes.

La liofilizacion de jugos de fruta con altos contenido de azucar es
técnicamente dificil, las bajas temperaturas de transicion vitrea de algunos
componentes (azucares de bajo peso molecular y acidos organicos) y la alta
higroscopicidad genera pegajosidad, colapso y problemas de fluidez durante el
procesamiento y almacenamiento (Bhandari y Howes; 1999). La adicidén de
agentes coadyuvantes como la maltodextrina antes del secado puede ayudar a

reducir dichos problemas.
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Para obtener productos en polvo de 6ptima calidad y estables durante el
almacenamiento, es fundamental determinar las propiedades de sorcion del
mismo (Vega-Galvez y col., 2009). Las isotermas de sorcion describen la
relacion entre la actividad de agua y el contenido de humedad de equilibrio de
un alimento a presiones y temperaturas especificas. Son importantes en el
calculo del contenido de humedad correspondiente a la estabilidad optima del
producto (Mosquera y col., 2012) y las funciones termodinamicas como el calor
isostérico de sorcién, la entropia diferencial y los mecanismos que controlan
este proceso (Vega-Galvez y col., 2009). Estas propiedades se utilizan en el
disefio, modelado y optimizacion del proceso de secado, asi como en la
prediccion de la estabilidad y calidad del producto durante el envasado y
almacenamiento (Gabas y col., 2007). La variacién del calor de sorcién con la
humedad proporciona informacion valiosa para el calculo de los requerimientos
energéticos y el conocimiento de las interacciones entre moléculas de

agua/sorbente y agua/agua.

El color y su estabilidad son un factor importante en la aceptabilidad
sensorial de jugos de frutos rojos. El atractivo color del Cassis se debe
principalmente a la presencia de antocianinas (Casati y col.,, 2012); estos
compuestos junto con el acido ascérbico y los polifenoles son los antioxidantes
mas importantes de esta bebida y su estabilidad es altamente afectada por la
temperatura y el contenido de humedad del polvo. (Mazza y col., 1993). Por
consiguiente para obtener una bebida instantanea en base a YM y Cs de alta
calidad se debe analizar exhaustivamente la relacion del color y la
concentracion de bioactivos (polifenoles, antocianinas y acido ascérbico) con la

temperatura y las propiedades de sorcién del polvo.
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4.2 Objetivos

Determinar y modelar las isotermas de sorcion a tres temperaturas (10,

20 y 40°C).

Calcular las propiedades de sorcion (calor isostérico de sorcion, la

entalpia y entropia diferencial.

Determinar el mecanismo que controla el proceso de sorcion de las

bebidas instantaneas.

Analizar la relacion entre la capacidad de sorciéon de agua con el color y

los contenidos de polifenoles totales, antocianinas y acido ascérbico.
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4.3 Materiales y métodos
A partir los resultados sensoriales y fisicoquimicos obtenidos en etapas
anteriores (Capitulo 2; Etapa 1, 2 y 3; Capitulo 3, apartado 3.4.2 y 3.4.3), se
realizaron ajustes en la formulacion de las bebidas en polvo para obtener B7:
[Mezcla YMI (60 g/L hojas yerba )/ Cs/ MD (15%p/v)/ Aroma FP(0.01% p/v)

77.4% plp, Azacar 22.4% pl/p; Edulcorante 0.2% p/p (ANEXO A9).

4.3.1 Isotermas de sorcion de agua

Las isotermas de sorcion de B7 se determinaron por el método
gravimétrico estatico a 10, 20 y 40°C (Rahman y Sablani, 2008; Demarchi y
col., 2013). Las muestras (1.5 g) se equilibraron en recipientes herméticos que
contenian soluciones saturadas de sales que proporcionaban humedad relativa
(HR) ambiente constante [Cloruro de Litio (LiCl; 11.3%); Acetato de Potasio
(CH3COOK; 23.4%); Cloruro de Magnesio (MgCl»;33%); Carbonato de Potasio
(K2CO; 43.2%); Nitrato de Magnesio (Mg(NO3)»,54.4%); Cloruro de Sodio (NaCl;

76%)] (Figura 38).

Figura 38. Recipientes herméticos con soluciones saturadas de sales para

humedad relativa (HR) ambiente constante.
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Los pesos de las muestras se midieron cada tres dias hasta alcanzar un
valor constante (diferencia entre 2 pesadas consecutivas < £0.003 g), donde se
asume que se alcanzé el equilibrio; en estas condiciones la actividad acuosa
(aw) de la muestra equilibrada puede considerarse igual a su correspondiente
HR/100 (Lomauro y col., 1985; Demarchi y col., 2013). Cada punto de la

isoterma se hizo por triplicado.

La actividad acuosa y la humedad de las muestras se determinaron segun lo

descripto en el apartado 3.3.2 del capitulo 3.

4.3.2 Modelado matematico de las isotermas de sorciéon de agua y
comparacion estadistica
La relacion entre el contenido de humedad de equilibrio (W.) y a, de B7
se predijo mediante ecuaciones de 2 (Caurie; Halsey y Oswin) y 3 parametros
(Guggenheim-Yerson-de Boer (GAB)), comunmente usados en alimentos
(Tabla 18). En estas ecuaciones, W.; Wn, Xs representan las humedades de
equilibrio, monocapa y de seguridad respectivamente; mientras C, K, Ay B son

constantes de los diferentes modelos (Vega-Galvez y col. 2009).

Los parametros se estimaron mediante regresion no lineal de los datos
experimentales con los programas Origin Pro v 8.0 (OriginLab Corp.,

Northhampton, MA USA) y Systat 12 (Systat Software Inc; San Jose, CA USA).

185



Capitulo IV. Propiedades de sorcion de agua y efectos sobre los
compuestos bioactivos de B7

Tabla 18. Ecuaciones utilizadas para el modelado de las isotermas de sorcion.

Modelo Ecuacion Parametros
W,,, humedad del alimento que
corresponde a la situacion en que los
puntos de adsorcion primarios estan
W KCa saturados por moléculas de agua.
W, = i .
¢ (1 -Kay)[1l-Ka,+CKa,] |C:constante de Guggenheim,
GAB Ec. 11 caracteristica del alimento y
) relacionada al calor de adsorcion de la
monocapa.
K: factor de correccion relacionado
con el calor de sorcion de la
multicapa.
W = A[ ay ]B Ay B: constantes del modelo,
OSWIN Ul -ay) caracteristicas para cada alimento.
Ec. 12
1
A B
L rrevm]
HALSEY In(1/a,)
Ec. 13
v, constante caracteristica del
1 alimento.
W, = exp|a, + In(v) - |
CAURIE 4.5 = W Ws, contenido de humedad de
Ec. 14 seguridad, proporciona la estabilidad
) maxima al alimento deshidratado
durante el almacenamiento.

La seleccion del modelo mas apropiado se basdé en su bondad de ajuste,
evaluada mediante el porcentaje de error medio relativo (%E) que expresa la

diferencia entre el los datos predichos y experimentales (Ec. 15):

100 «p

Wcei—Wcyi
%E — i=1| 12 pl|
n

We;

Ec. 15

Donde “n” es el numero de datos experimentales, W y W, los valores de

humedad experimentales y predichos respectivamente.
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Lomauro y col., 1984 concluyeron que %E < 10% para un determinado modelo

el ajuste del mismo eras bueno.

En el caso de la ecuacién de GAB, Lewicki (1997), informé que para
una adecuada descripcion del comportamiento sigmoidal y para asegurar que
la diferencia entre los valores de W, reales y predichos sea menor al 15%; los

valores de Kgas Y Ccas deben cumplir las siguientes condiciones:

0.24 < KGAB <1 ) 5.67 < CGAB < o,

4.3.3 Propiedades termodinamicas:

4.3.3.1 Calor total isostérico de sorcioén, calor isostérico neto y

entropia diferencial

EL calor diferencial de sorcion o calor total isostérico de sorcion (Qst,
kJ/mol), es un indicador del estado del agua adsorbida por el material sorbente,
el cual es una medida de la estabilidad fisica, quimica y microbiana de
materiales biolégicos durante el almacenamiento (Al-Muhtaseb y col., 2004b).

Se calcula a partir de la ecuacién 16:

Qst = Qstn + AHvap Ec. 16

Donde gstn (kd/mol) y AH,,, (kJ/mol) son respectivamente el calor
isostérico neto de sorcidn y el calor latente de vaporizacién del agua libre

calculado para la temperatura promedio entre 283 a 313K (298K; 44.05 kJ/mol).
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El calor isostérico neto de sorcidn (gst), €s el calor total de sorcion en el
alimento (Qst) menos el calor latente de vaporizacion del agua libre. Este
parametro puede ser determinado a partir de la siguiente ecuacion (Ec. 17; (Al-

Muhtaseb y col., 2004b)):

_ __pl9dnay)
Gstn = —R [ 2(/7) ]W Ec. 17

ay representa la actividad acuosa predicha para un contenido de
humedad de equilibrio especifico (W;); R es la constante universal de los gases

(0.008314 kd/mol.K) y T la temperatura absoluta (K).

La ecuacion 17 se deriva de la ecuacion de Clausius-Clapeyron asumiendo

que (lglesias y Chirife, 1976):

a) El calor latente de vaporizacion del agua libre y el calor total de sorcion
no cambian con la temperatura.

b) EIl contenido de humedad del sistema permanece constante.

La entropia diferencial de sorcién se calcula a partir de la energia libre de

Gibbs (AG; Ec. 18):
AG = RT Ina,, Ec. 18

Si, AG < 0 adsorcién de agua espontaneo

AG > 0 el proceso no ocurre espontaneamente (Telis-Romero y col.,

2005).
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Los cambios en la entropia diferencial de sorcion (ASy) pueden ser

calculados a partir de la ecuacion de Gibbs-Helmholtz (Ec. 19):

AG = Ah — ASdAT Ec. 19

El efecto de los cambios en la sorcion de agua sobre la energia libre de
Gibbs esta acompafiado por cambios tanto en la entalpia como en la entropia;

sustituyendo la ecuacion 18 en 19 y reacomodando términos y sabiendo que

gstn= Ah se obtiene (Ec. 20):

ASd
Ina, |, === Ec. 20

A partir de Ec. 20, se grafican curvas isostericas In,, vs 1/T para ciertos
valores de W EL calor isostérico neto qsyn y ASy se calcularon a partir de la

pendiente (gstn/R) y la ordenada al origen (ASd/R) (Telis-Romero y col. 2005).

La relacion entre qsin 0 Qg Y el contenido de humedad de equilibrio se

determind con la ecuacidén empirica propuesta por Tsami y col. (1990; Ec. 21).

= g 0w
(stn = qo€ ™° Ec. 21
= g.eGwe)
Qst = goe Wo' + AHyyp Ec. 22
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Donde qo representa el calor isostérico neto (kd/mol) de la primera
molécula de agua y Wy el contenido de humedad caracteristico del alimento (kg
agua/ kg m.s (materia seca)). Los parametros de las ecuaciones 21 y 22 se
calcularon por analisis de regresion no lineal con los programas OriginPro v 8.0

y Systat 12.

4.3.3.2 Teoria de la compensacién. Relacién entre la entalpia y la

entropia.

La teoria de la compensacién propone una relacién lineal entre qgstn Y ASq

de acuerdo a la siguiente ecuacion 23 (Beristain y col. 1996).

Jstn = ASdTB + AGB Ec. 23

Donde Tges la temperatura isocinética (K) y representa la temperatura a
la cual todas las reacciones suceden a la misma velocidad y AGg es la energia
libre de Gibbs (KJ/mol) a Tg. Ambos parametros se estimaron mediante
regresion lineal de la ecuacion 20 utilizando los valores de Qsymn Yy ASq

calculados previamente.

Krug y col., (1976) concluyeron que una compensacion quimica de tipo
lineal requiere que Tg sea diferente de la temperatura media armonica (Thm; Ec.

24;), definida como:

n

Tvim = =——— Ec. 24
hm A/ ¢

n = numero total de isotermas
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Para calcular el intervalo de confianza aproximado (1-a)100% para Tg se

utilizaron las ecuaciones (25), (26) y (27) (McMinn y col., 2005):

Tg = TP & tim—2,0/24/Var(Tp) Ec. 25

TB _ Z[(qStn)T—(qStn)T][(A_Sd)Tz—(ASd)T] Ec. 26
2[(ASa)T—(ASq)T]
Var(Ty ) = Hlsnr-20s T o] Ec. 27

(m-2) 2[(AS)r—BS) 7l

Donde m es el numero de pares de datos de qs/AS, tm corresponde a
t(studenty Para (m-2) grados de libertad, (Qsz) Y AS4 son valores promedios de Qs

(kd/mol) y AS4 (kJ/mol.K). De acuerdo a los autores, la compensacién ocurre

solo si Tg#Thm (Krug y col., 1976).

4.3.3 Efecto de la temperatura y la humedad relativa en el color y en la

concentracion de compuestos bioactivos

4.3.3.1 Determinaciéon de polifenoles totales y antocianinas
monomeéricas

El contenido de polifenoles totales (PT) y antocianinas monoméricas
(MAC) en B7 antes y después del proceso de estabilizacion se determiné

segun lo descripto en el Capitulo 3, apartado 3.3.3.
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4.3.3.2 Determinacion de acido ascorbico

La concentracion de acido ascoérbico (AA) se midi6 mediante
cromatografia liquida de alta performancia (HPLC) (Aguas, modelo R-414,
Milford, MA, USA). El método consistié en una elucion socratica con deteccion
UV-visibles a 245 nm usando como estandar acido ascoérbico (AA) grado

alimenticio (Parafarm).

0.5 g de muestra en polvo se extrajeron con una solucion de acido meta-
fosforico (HPOs. 50 g/L; Carlo Erba S.A, BCN, Espana) seguido de
centrifugacion a 2000 rpm (Rolco CM 2036, Buenos Aires, Argentina). Antes de
la inyeccion, los extractos obtenidos se filtraron con membranas de nylon de
poro 0.45 pym. Para prevenir la pérdida de AA, tanto las soluciones como los
patrones se almacenaron protegidos de la luz a 4°C hasta el momento de la
medicion.

La separacion se realizé a 5 mm RP en una columna C18 de 150 mm-
4.6 mm (Symmetry, Aguas, Dublin, Irlanda) a 25°C. La fase mévil fue una
mezcla de acido metafosférico (HPOs3; 5 g/L) y Acetonitrilo en una relacién 93:7

(Novakova y col., 2008), con una velocidad d flujo de 1 mL/min.

La cuantificacion se realizé por comparacion del area de los picos con el
estandar externo. La curva de calibracion fue graficada en un rango de
concentraciones de 0.002 a 0.4 mg/L y basado en 6 puntos de calibracion

(Figura 39).
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Figura 39. Curva de calibracién acido ascorbico (ug AA/mL solucién).

4.3.4 Analisis del color

Debido a que el Color es un factor determinante en la aceptabilidad del
producto por parte del consumidor y depende de la variacion del contenido de
antocianinas (Casati y col., 2012), se evaluaron los efectos de la temperatura y
humedad relativa previamente mencionados para las muestras estabilizadas y
sin estabilizar; se calculo el indice de saturacion (IS; Ec. 5) y el angulo de matiz

(HA; Ec. 6) segun lo descripto en el apartado 3.3.2.5 del capitulo 3.

4.3.5 Analisis estadistico

Se realizé el correspondiente analisis de varianza (ANOVA) de una via y la
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey con un nivel de
significancia p<0.05., se usé el software Infostat v. 2013 (Grupo InfoStat, FCA,
Argentina). Los parametros de los diferentes modelos empleados se estimaron
por regresiones no lineales de los datos experimentales mediante el software

Origin Pro v 8.0 (OriginLab Corp., Northhampton, MA USA).
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4.4. Resultados y discusion

4.4.1. Isotermas de sorcién

Los valores iniciales de actividad acuosa (ay) y contenido de humedad
de B7 fueron 0.089 y 0.0354 kg agua/kg m.s respectivamente; en la tabla 19 se
presentan los valores de humedad de equilibrio experimentales obtenidos luego

del proceso de estabilizacion a 10°C, 20°C y 40°C.

Tabla 19. Contenido de humedad de equilibrio (Wc; kg agua/kg m.s) a 10, 20y
40°C.

Sall ay-(HR/100)

10°C

20°C

40°C

LiCl (0.113)?
KCH5COO (0.234)°
MgCl, (0.33)?
K2COs5 (0.432)°

Mg(NOs3), (0.544)°

NaCl (0.760)?

0.058+0.0004

0.071+0.0005

0.089+0.0007

0.102+0.0005

0.119+0.0029

0.222 +0.0048

0.055 +0.0006

0.070 +0.0010

0.079 +0.0008

0.097 +0.0087

0.116 +£0.0003

0.20 +0.0120

0.044+0.0005

0.050+0.0020

0.059+0.0001

0.071+0.0016

0.088+0.0008

0.195+0.0090

®HR (humedad relativa)

Los valores reportados corresponden a la media + desviacion estandar de

muestras triplicadas.
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En concordancia con Al-Muhtaseb y col. (2004a), el aumento de la
temperatura redujo el contenido de humedad de equilibrio de las muestras
Ferrari y col. (2012) y Mosquera y col. (2012) obtuvieron resultados similares
con polvos de mora secados por spray-dry y de fresa liofilizada. Pahlevanzadeh
y Yazdani (2004) sugirieron que el aumento en la temperatura, incrementa la
energia cinética asociada con las moléculas de agua, lo que produce una
reduccion de las fuerzas de atraccion entre el material sorbente y el agua, y

como consecuencia una caida en los niveles de higroscopicidad.

La tabla 20 muestra los parametros de los modelos utilizados (GAB;
Caurie; Halsey y Oswin), el coeficiente de determinacién (R?) y el porcentaje de

error medio relativo (%E).

La ecuacion de GAB fue la unica que ajusto satisfactoriamente los datos
experimentales de acuerdo al criterio de Lomauro y col. (1985; E%<10 y alto
R2) en todos los rangos de a, y temperatura. Ademas, los valores de Kgag ¥
Ccas calculados cumplen con las recomendaciones de Lewicki (1997), por lo
tanto se considerdé que este modelo era el mas apropiado para analizar las

propiedades termodinamicas del polvo.
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Tabla 20. Parametros de regresion no lineal y pruebas estadisticos (R% %E) de

las ecuaciones utilizadas para modelar las isotermas de sorcién

Ecuaciones Parametros 10°C 20°C 40 °C
Wn 0.063 0.056 0.041

Keas 0.946 0.95 1.04

GAB Ceas 57.40 50.05 20

R? 0.9919 0.996 0.994

E% 2.64 4.42 4.22

A 0.1222 0.112 0.089

Oswin B 0.488 0.477 0.637
R? 0.969 0.956 0.927

E% 8.59 9.47 17.33

A 0.029 0.024 0.04

B 1.48 1.50 1.16

Halsey R? 0.991 0.977 0.963
E% 4.03 5.26 11.78
\" 9.093 8.674 17.163

Caurie Ws 0.069 0.068 0.058
R? 0.977 0.961 0.937

E% 6.99 7.89 15.61
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La figura 40 muestra la dependencia de las isotermas de sorcion con la

temperatura.

0,24 -
0,20 |
0,16

0,12

(kg agua/ kg m.s)
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w

0,04-
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o 20°C —— A 40°C

o 10°C

Figura 40. Influencia de la temperatura en las isotermas de sorcién. Simbolos
vacios, las lineas representan el contenido de humedad de equilibrio predicho

por el modelo de GAB para cada temperatura.

El contenido de humedad de monocapa (W) es de particular
importancia ya que representa el nivel de humedad correspondiente al nivel
optimo de estabilidad del el alimento. (Mosquera y col., 2012); Labuza y
Altunakar (2002) concluyé que valores de W, mayores a 0.1 kg agua/kg m.s

podrian comprometer la estabilidad del alimento.

Los resultados obtenidos muestran que para todas las temperaturas, los
valores de W, predichos fueron menores a dicho limite (Tabla 20), por lo tanto

puede concluirse que la estabilidad de B7 es buena.
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El incremento de la temperatura redujo Wy, (Tabla 20), Vega-Galvez y
col. (2009) y Peérez-Alonso y col. (2009) obtuvieron un efecto similar en
arandanos y maltodextrina pura, respectivamente mientras que estudios
realizados con jugo de limén secado al vacio (Martinelli y col., 2007) o pulpa
liofilizada de anana con 18% de MD como coadyuvante (Vigano y col., 2012)

no mostraron una tendencia clara.

Los niveles de humedad de monocapa (W) de B7 a 20 y 40°C fueron
menores que los obtenidos por Pérez-Alonso y col. (2009) para MD DE+, pura
(0.07-0.73 kg agua/Kg m.s) y por Gabas y col., (2007) y Carvalho y col., (2011)
para Caqui o anana con 18% MD DE4, (0.06-0.069 kg agua/kg m.s) a las

mismas temperaturas.

4.4.2 Propiedades termodinamicas

El calor isostérico neto diferencial (qstn), €l calor diferencial total de
sorcion y la entropia diferencial fueron estimados con las ecuaciones 16, 17 y
20 (apartado 4.3.3.1) y las concentraciones de humedad de equilibrio predichas

por el modelo de GAB (apartado 4.3.2, Tabla 18; Ec. 11).

En concordancia con Gabas y col., (2007) y Mosquera y col., (2012); se
observé una fuerte reduccion en Qg con el aumento de los niveles de W,
(Figura 41), que fue satisfactoriamente ajustado con la Ec. 21 (R*= 0.998)

propuesta por Tsami, (1990)).
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Figura 41. Cambios en el calor de sorcion con el contenido de humedad de

equilibrio. La linea continua representa los valores predichos por la Ec. (21).

La tabla 21 presenta los valores de calor isostérico neto de la primera
molécula de agua (qo; kd/mol) y el contenido de humedad caracteristico de la

bebida en polvo (Woy; kg de agua/ kg m.s).

El aumento de W, desde 0.059 a 0.1 kg agua/kg m.s disminuyd 4-5
veces el calor isostérico, debido a que este rango corresponde a la zona de
humedad de monocapa de B7 (Tabla 21) y en estas condiciones la energia de

enlace entre el sorbato y el sorbente es muy alta (Telis-Romero y col., 2005).

Los valores predichos de Qg correspondientes a humedad de monocapa
fueron: 93.82 (0.041 kg agua/kg m.s); 74.23 (0.056 kg agua/kg m.s) y 67.95
kd/mol (0.063 kg agua’kg m.s). Las cifras entre paréntesis corresponden a los

contenidos de humedad de monocapa (Tabla 21).

199



Capitulo IV. Propiedades de sorcion de agua y efectos sobre los
compuestos bioactivos de B7

Variaciones de W, de 0.1 a 0.15 kg agua/kg m.s ocasionaron una caida
adicional de Qg pero sin sobrepasar AH,4p, indicando que en estas condiciones
la energia sorbato/sorbente es mayor que la energia entre las moléculas de

agua, lo que favorece la sorcién de multicapa.

Para valores de W, entre 0.18-0.3 kg agua/kg m.s., Qgtalcanzd un nivel
asintotico similar a AH,,p; por consiguiente este rango corresponderia a los
valores limites de agua ligada de B7 (Iglesias y Chirife, (1976) y Tsami y col.,
1990). La entropia diferencial (ASg; kJ/mol.K) se calcul6 a partir de la ecuacion
(20) usando los valores de W, predichos por la ecuacion de GAB. La relacién
entre ASq y W, (Figura 42) se model6 satisfactoriamente (R?> = 0.996) con la

ecuacion 28 usando el software SigmaPlot (Systat Inc).

ASy = a(~PWo Ec. 28

0,08+

0,06

0,04

ASy (kdimol)

0,02

0500 T J T ! T L T ) T i T b T L} 1
0,06 008 010 0,12 014 016 018 0,20
Wc (kg H,O/kg m.s)

— ASd predichos O ASd experimentales

Figura 42. Efecto del contenido de W, sobre AS4 de B7. La linea representa los

valores predichos con la ecuacion 29).
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“a0

Los parametros de regresion “a” y “b” y los valores de la temperatura
isocinética (Tg), la energia libre (AGg) y el coeficiente de determinacion (R?)
obtenidos se resumen en la Tabla 21. Para evaluar la aplicabilidad de Ia
teoria isocinética en el proceso de sorcion de humedad de B7, se ajustd la

ecuacion (23) a sus respectivos valores de qsin Y ASq (figura 43).

Tabla 21.Parametros de regresion de las ecuaciones (18), (23) y (28)

Parametros B7
do (kJ/mol) 195.14
Wy (kg agua’kg m.s) 0.03
R? 0,991
A 0.68
B 36.47
R? 0.996
T (K) 339.16
AGg (kJ/mol) 0.83
R? 0.999

La temperatura isocinética y los intervalos de confianza 95% para B7 fue
(339.9910.02K) significativamente diferente (p<0.05) de la temperatura
armoénica media (301.52 K) usada en este estudio; este factor en conjunto con
el alto grado de linealidad que presenté (R%*= 0.999) confirma la existencia de
una compensacion entre qsy Yy ASq (Figura 43); por lo tanto, la teoria isocinética
puede utilizarse para describir el mecanismo de sorcion de agua en las

condiciones experimentales usadas.
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Figura 43. Relacion entre la entalpia y la entropia para la bebida en polvo B7.

B7 present6 una sola linea de compensacion (Figura 43), indicando que
no hay cambio de mecanismo en todo el rango de temperatura estudiado. De
acuerdo a Leffler (1955) si Tg>Tnm, el proceso es dirigido por la entalpia,

mientras que la situacion opuesta (Tg<Thm) esta controlado por la entropia.

Dado que los resultados obtenidos durante este estudio cumplen con la
primera condicidn, se puede considerar que el proceso esta controlado por la
entalpia; es decir por interacciones relacionadas a la composicion quimica de la
bebida en polvo. Beristain y col. (1996) llego a conclusiones similares para el

proceso de sorcion de higos, grosellas, albaricoques, ciruelas y pasas de uvas.
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4.4.3 Efecto de la temperatura y humedad relativa sobre diferentes
compuestos bioactivos:

Los valores de concentracion de bioactivos y color para B7 antes de la

estabilizacién a las diferentes humedades relativas y temperaturas fueron:

PT = 33.56 mg GAE/g m.s; MAC = 354.02 mg CyGE/ 100 g m.s.

L*=52.46; a* = 21.57; b* = -2.83; S| = 21.76; HA = -0.13°.

La estabilizacién disminuy6 el contenido de PT entre un 20 y 33%. El
analisis estadistico de la influencia de la humedad relativa y temperatura en el
contenido de polifenoles totales (Tabla 22) demostr6 que a temperatura
constante PT no dependia de HR (p>0.05) y que tampoco era afectado por el

incremento de la temperatura a una humedad relativa dada.

Tabla 22. Efecto de la temperatura y la humedad relativa sobre el contenido de

polifenoles totales en la bebida en polvo B7.

HR (%) 10°C 20°C 40°C
11.3 21.78 +0.91% 22.71+0.20% 21.85+3.23%
23.4 2278 +1.52% 23.50 +0.10%® 26.85+1.822
33.0 2414 +5.86 % 26.14 + 3.43% 28.21 +4.95°
43.2 26.57 +4.04 25.07+2.93%® 31.00 £ 0.20°
54.4 20.78 +0.30 % 25.43+ 4.24 % 29.07 +0.71°
76.0 17.14 £+ 0.20%® 2321+ 0.51%® 24.43 +0.20°°

Resultados son el promedio + desviacién estandar de muestras triplicadas.
Valores con diferentes letras por columna son significativamente diferentes
(p<0.05).
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La figura 44 muestra la relacion del contenido de antocianinas (MAC)

con la temperatura y la humedad relativa. Aunque inicialmente los valores de

MAC a 40°C fueron los mas altos (p<0.05), el aumento de la humedad relativa

(HR) por encima de 33% tiene un efecto extremadamente negativo, a HR= 54%

y 76% los valores para MAC cayeron a 54% y 8.6% del valor original

respectivamente. En cambio, para un rango de 11%< HR <54% no se

observaron pérdidas (p>0.05) en las muestras a 10°C y 20°C; aunque los

efectos de HR a 76% fueron tan perjudiciales como los detectados a 40°C.
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Figura 44. Cambios en el contenido de antocianinas monoméricas (MAC) con

la temperatura y la humedad relativa (%).
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La figura 45 muestra la relacion acido ascorbico/HR a las tres
temperaturas. Los procesos de estabilizacion produjeron una caida de AA entre
el 80 y 83%. La temperatura y la humedad relativa tuvieron un efecto
significativo (p<0.05) en la concentracion de AA. Los resultados indicaron que,
conforme a lo informado por Sablani y col., (2007), la retencion de AA
disminuyé con el incremento de temperatura; para 23% < HR < 76%, los

valores fueron: AA(10°C) = AA(20°C) >> AA(40°C) (p<0.05).
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Figura 45. Cambios en la concentracion de acido ascoérbico (AA) con la
temperatura y la humedad relativa.

A 10°C y 20°C y HR entre 11- 54%, AA permanecio estable; mientras
que a 40°C, variaciones de HR de 11 a 23% produjeron una pérdida de 37%,
incrementos adicionales de HR hasta 54% no afectaron AA a 40°C (p>0.05).
Para todas las temperaturas, la concentracion de AA en B7 equilibrada a 76%

de HR, cay6 a un valor minimo de 99.58 mg AA/ 100 g m.s.

205



Capitulo IV. Propiedades de sorcion de agua y efectos sobre los
compuestos bioactivos de B7

La figura 46.A, B y C muestra los parametros L*, IS y HA y su relacion con la

temperatura y la humedad relativa.

La luminosidad de B7 equilibrada a las 3 temperaturas con humedades
relativas entre 11% - 54% aumento 5.8% a 14.2%; sin embargo, una humedad
relativa de 76% fue extremadamente daifina, ya que L* cayo 25-35%

comparado con B7 sin equilibrar (Figura 46.A).

Los resultados del analisis estadistico indicaron que para un rango de
11- 54 %HR y a cada temperatura, el indice de saturacion (IS) de B7 no vario
significativamente (Figura 46.B; p>0.05). El efecto de la temperatura fue
significativo solo a 40°C (p<0.05), donde se detecté una reduccion del 7% que
implicaria una pérdida en la intensidad del color. A 76% de HR para todas las
temperaturas, los valores de IS disminuyeron en un 10% del valor previo a la

estabilizacion.

Los aumentos de humedad entre 11 - 54% no modificaron los valores de
HA a 10 y 20°C; sin embargo, cuando la temperatura aumenta a 40°C, el limite
superior del rango de HR correspondiente a un valor constante de HA cay6 de
54% a 33% HR (Figura 46.C). A 76% HR, el valor de HA a 10°C disminuyé
(p>0.05) de -5.65° a -29.32° indicando un cambio hacia valores mayores de
azul, HA(20°C) disminuyé hasta -14.63°C (p>0.05) y HA(40°C) aumentd
(p<0.05) de 5.79° a 40.26°, con una mayor contribucion del amarillo. Estas
diferencias pueden ser explicadas considerando que a 76% HR y para todas
las temperaturas, los valores de b* indicaron un aumento en la proporciéon de
amarillo (p<0.05; datos no mostrados)), este efecto se vio sobrecompensado

(10°C) o suprimido (20°C) por los correspondientes valores de a*.
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La comparacion entre los resultados de estabilidad del color (Figura
46.A, By C) y de MAC (Figura 45), muestra que para 285.76 - 299.94 mg
CyGE/100 g m.s a 10°C/20°C y 347.72 - 335.25 mg CyGE/100 g m.s a 40°C;
L*, IS y HA eran independientes de %HR. Una reduccion en las
concentraciones de MAC a 30-60 mg CyGE/100 g m.s, produjo alteraciones

indeseables en los 3 parametros.

La influencia de la humedad ambiente fue importante en otras
propiedades fisicas del polvo como la pegajosidad y el grado de aglomeracion;
inspecciones visuales demostraron que aumentos de %HR hasta 33% no
generaba cambios notables en la pegajosidad y apelmazamiento de la muestra
a ninguna de las 3 temperaturas ensayadas. Sin embargo, a 43.3% de HR se
observé un ligero grado de pegajosidad que aumentaba con la temperatura,
mientras que a 76% HR, la absorcién de agua fue tan alta que la muestra

colapso6 adquiriendo un aspecto gomoso.

Para obtener los mejores resultados con respecto al color, contenido de
antocianinas y de acido ascorbico a las temperaturas seleccionadas, la
humedad ambiente no debe superar el 33%. Numerosas publicaciones
recomendaron que para lograr la maxima estabilidad en alimentos
deshidratados su humedad de equilibrio (W.) debe ser igual a la de monocapa

(We=Wy,); en el caso de B7 los valores calculados con GAB (Ec. 11) fueron:

e HR(10°C) = 9% y HR(20°C /40°C) = 11.31%.
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4.5 Conclusiones

La comparacion de las bondades de ajuste de los modelos Caurie,
Halsey, Oswin y GAB, indicé que este ultimo era el que mejor predecia la
humedad de equilibrio de B7 a las temperaturas y humedades relativas

utilizadas.

La relacion entre Qst 0 ASy4 y el contenido de humedad se modelé mediante
ecuaciones exponenciales empiricas. Qst alcanzd un nivel asintético similar al

de AH,z, @ 0.18 - 0.3 kg H2O/ kg m.s para B7.

En las condiciones experimentales usadas, la teoria isocinética es un
medio adecuado para describir el mecanismo de sorcion de humedad en las
muestras. Los resultados demostraron que este proceso ocurre por

mecanismos controlados por la entalpia.

Tanto la temperatura como la actividad acuosa tuvieron un fuerte
impacto en la estabilidad del color, asi como en las concentraciones de acido

ascorbico y antocianinas.

Para obtener un producto con propiedades optimas a las temperaturas
seleccionadas, las muestras deben ser expuestas a %HR menores o iguales a
33%. Sin embargo, los valores mas altos de calidad y estabilidad requieren que
W. sea menor o igual a Wy,; para B7 esto corresponde a valores de humedad

relativa de 9% (10°C) y 11.31% (20°C / 40°C).
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Capitulo V. Formulacioén final: Efecto de la humedad relativa y
digestion gastrointestinal in vitro.

5.1 Introduccion

La mayoria de los sdélidos presentes en los jugos de fruta son azucares
de bajo peso molecular, acidos organicos y aminoacidos libres, que al ser
sometidos a una rapida remocioén de agua tal como sucede durante el secado
por liofilizacién, forman matrices que pueden estar en un estado
termodinamicamente metaestable muy sensible a los cambios de temperatura y

humedad (Telis y Martinez, 2009).

El contenido de agua (W.) y la actividad acuosa (a,) de alimentos
deshidratados estan relacionadas con su estabilidad durante el
almacenamiento, ya que afectan las velocidades de las reacciones de deterioro
y por consiguiente la calidad del producto (Labuza, 2007; Roos, 1995; Haque y

Roos, 2006).

Aunque los jugos en polvo tienen bajos valores de W; y a,, son muy
susceptibles al efecto plastificante del agua y consecuentemente a los cambios
relacionados con la transicidon del estado vitreo al gomoso, tales como
pegajosidad, apelmazamiento y colapso (Aguilera y col., 1995; Venir y col.,

2004).

La prediccion de la estabilidad de los alimentos basada solo en datos
obtenidos por isotermas de sorcion (humedad de monocapa) no es suficiente,
porque no se tienen en cuenta ya que ciertas transformaciones fisicoquimicas,
cambios estructurales y velocidades de pardeamiento no enzimatico se
correlacionan mejor con la variacion de Tg a través de la plastificacion del agua

o la temperatura (Roos, 1995; Tonon y col., 2009).
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Diferentes autores (Roos, 1993; Moraga y col., 2004; Fabra y col., 2009;
Tonon y col., 2009) han acoplado los datos de las isotermas de sorcion con los
valores de Ty, con el fin de obtener las condiciones de almacenamiento para un
determinado alimento. De esta manera se obtuvieron diagramas de estado
modificados para la fase amorfa, que relacionan W a,, y el estado fisico con la
temperatura de transicion vitrea (Ty) (Moraga y col., 2012). Estos diagramas
son de gran utilidad para la prediccion del contenido de agua (W.C) y la
actividad acuosa (awC) correspondientes a la transicion vitreo/gomoso
(Taimacenamiento = Tg; Tonon y col., 2009). Si Taimacenamiento > Tg 10S polvos estan en
estado gomoso y son mas susceptibles al deterioro perdiendo estabilidad (Telis

y Martinez-Navarrete; 2009).

Los compuestos bioactivos presentes en la yerba mate y el cassis
requieren ser absorbidos por el cuerpo para efectivizar sus caracteristicas
beneficiosas para la salud; para esto es necesario conocer la bioaccesibilidad y
biodisponibilidad de dichos compuestos La bioaccesibilidad es un término
usado para referirse al contenido de un nutriente liberado de una matriz
alimentaria durante el proceso de digestion y usualmente evaluado mediante el
modelo de digestién gastrointestinal estatica (Hongyan y col.,, 2012). La
biodisponibilidad es la fraccién del nutriente ingerido disponible para ser
utilizada por el cuerpo durante las funciones fisioldgicas (Hongyan y col., 2012)
y dependera de su estabilidad durante el proceso de digestion, su liberacion
desde la matriz alimentaria (bioaccesibilidad) y la eficiencia del pasaje
transepitelial (Tagliazucchi y col., 2010). Ha sido demostrado que la evaluacion

de la biodigestibilidad por medio de modelos in vitro puede correlacionarse con
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los resultados en estudios con animales o con humanos (Biehler & Bohn,

2010).

Los compuestos polifendlicos pueden ser sensibles a las condiciones de
digestion y algunos pueden ser modificados en estructuras que favorecen la
salud (Chiang y col., 2013). Las antocianinas presentan baja bio-accesibilidad
asociada a la inestabilidad de las moléculas en las condiciones alcalinas del

intestino delgado (Pérez-Vicente y col., 2002).

El estudio de la bioaccesibilidad de compuestos antioxidantes es
importante debido a que solo los compuestos que se mantienen tras la
digestion gastrointestinal, estan disponibles para la absorcion (Chiang y col.,

2013).
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5.2 Objetivos

l. Determinar las caracteristicas fisicas (densidad volumétrica, angulo de
reposo, color, solubilidad, microestructura y comportamiento térmico), quimicas
(concentracion de los compuestos bioactivos incluyendo antocianinas,
polifenoles totales y acido ascérbico y la actividad antioxidante) y la capacidad
de sorcién del polvo correspondiente a la formulacién final B12.

Il. Evaluar el efecto de la humedad relativa a 20°C en las propiedades
anteriormente mencionadas; estimar los valores criticos de actividad acuosa
(awc) y el contenido de humedad (W.c) del producto con el fin de establecer las
condiciones Optimas de almacenamiento.

I, Estudiar la estabilidad bajo condiciones de digestion gastrointestinal
simuladas de los polifenoles totales, las antocianinas y la variacién en la

actividad antioxidante de B12.
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5.3 Materiales y métodos

Tras los analisis sensoriales (Capitulo 2, apartado 2.4.4 y 2.4.5), se
eligié a B12 como la formulacién de la bebida en polvo final, por consiguiente la

composicidon de las muestras por litro de bebida utilizadas en este estudio era:

Mezcla YMI (60 g/L hojas yerba)/Cs/MD(15%p/v) 53.3% p/p, Azucar 44.9%

p/p; Edulcorante 0.9% p/p y Aroma Frutos rojos 0.9% p/p (ANEXO 9).

5.3.1 Caracterizacion de la bebida en polvo

5.3.1.1 Densidad volumétrica

Para la determinacion de la densidad aparente, 40 g del polvo se
colocaron en una probeta de 100 mL, golpeando la misma sobre una superficie
plana hasta volumen constante (Norma Técnica Nicaraglense, 1999), luego se

calculo la densidad como (Ec. 29):

_ P

Pvolumétrica v Ec. 29

Donde, p es la densidad, pi es el peso de la muestra en gramos y V el volumen

medido en mL.
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5.3.1.2 Angulo de reposo

Para la determinacion del angulo de reposo de B12 se utilizé un
dispositivo perteneciente al banco para el estudio de sélidos CEN (Armfield,
Inglaterra). EI mismo esta compuesto por una camara cilindrica de acrilico
transparente que puede rotar libremente, montada sobre un tablero con una
escala de 0 a 360° que permite la medida de la rotacién en grados (°) (Figura

47).

7 .
M;

Figura 47. Dispositivo para determinar el angulo de reposo (Adaptado de
Armfield, Inglaterra).

La muestra se cargd dentro de la camara a través de un orificio en su
pared hasta alcanzar la mitad de su capacidad y se nivelo la superficie; se
prosiguié a rotar hasta que la primera particula de muestra comenzara a
deslizarse y se registré el angulo formado. Se rota nuevamente en la direccion
opuesta hasta que las particulas comiencen a deslizarse y se registro el angulo
formado. El promedio de las dos medidas representa el angulo de reposo de la
muestra. La prueba se repitié 10 veces y los resultados se promediaron para
obtener una exactitud apropiada. Como control, se utilizd la medida para

azucar comercial y Maltodextrina (MD DE ).
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5.3.2 Propiedades de sorcion (isoterma a 20°C)

Se determiné la isoterma a 20°C para un rango de humedad relativa de
11-76% (Capitulo 4; apartado 4.3.1). Los datos experimentales obtenidos se
modelaron mediante las ecuaciones de Caurie, Halsey, Oswin y GAB (Capitulo
4; Tabla 18), los parametros se estimaron mediante regresién no lineal de los
datos experimentales con el software Origin Pro v 8.0 (OriginLab Corp.,
Northhampton, MA USA). Todas las mediciones se realizaron por triplicado.
Para la seleccién del modelo mas apropiado se uso el error medio relativo (%E;

Capitulo 4; apartado 4.3.1; Ec. 12).

5.3.3 Efecto de la humedad relativa

5.3.3.1 Color, la solubilidad y morfologia.

Los cambios en el color, la solubilidad y la morfologia del polvo se
determinaron para las muestras con y sin estabilizacidn previa, siguiendo los
protocolos mencionados en el Capitulo 3, apartados 3.3.2.5, 3.3.2.6 y 3.3.2.8

respectivamente.

5.3.3.2 Concentracion de los compuestos bioactivos y actividad

Se analizé la influencia de la humedad relativa en el equilibrio para el
contenido de PT, MAC, AA y los cambios en la actividad antioxidante (%l) para
las muestras con y sin estabilizacion previa, siguiendo los protocolos
mencionados en el Capitulo 3, apartado 3.3.3. Todas las mediciones se

realizaron por triplicado.
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5.3.4 Temperatura de transicion vitrea:

Se determind la temperatura de transicion vitrea para la bebida a
diferentes contenidos de humedad relativa; de los termogramas obtenidos se
analizaron los valores de Tg (onsety Tg ) ¥ Tg fina, tomando como valor de

referencia a Ty (onset)-

Las muestras (2-4 mg) en capsulas de aluminio herméticas previamente
pesadas, se equilibraron a diferentes humedades relativas (LiCl, 11.3%;
CHsCOOK, 23.4%; MgCl,, 33%; K;CO, 43.2%,; Mg(N03),, 54.4% y NaCl, 76%)
en desecadores a 20°C durante 144 horas. Los termogramas de las muestras
equilibradas se obtuvieron con un modulado a +/- 0.20°C cada 40 s y 2 corridas
por cada muestra. Para la primera corrida, las muestras se calentaron primero
a 10°C/min de -50 a 120°C y luego se enfriaron a 10°C/min, posteriormente se
calentaron a 5°C/min repitiendo la rampa de temperatura previamente descripta
(segunda corrida), dependiendo del contenido de humedad alcanzado se
usaron diferentes temperaturas iniciales y finales para la rampa de
calentamiento. La primera corrida era necesaria para reducir la entalpia de
relajacion del polvo en estado amorfo y mejorar la precision de la medida de Tq
realizada en la segunda corrida (Tonon y col., 2009; Haque y Roos, 2006).
Todas las mediciones se realizaron por duplicado y como referencia fue una

capsula vacia.
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5.3.5 Determinacion de los Valores criticos de a,, y W,

Los valores criticos de a,, y W,, se calcularon a partir de los modelos de
GAB (Capitulo 4; tabla 18) y de Gordon & Taylor, que relacionan la transicion
vitrea, la plastificacion por agua y la sorcién del agua (Roos y col., 1993). El
modelo de Gordon & Taylor relaciona W-Tg; (Ec. 30), esta dependencia ha
sido tomada como referencia en la prediccién de la estabilidad de los alimentos

a diferentes a,, y contenidos de humedad (Roos, 2010):

XsTgs+kXwTgw

T
g Xs+kXy,

Ec. 30

Donde Xs y Xy representan las fracciones de sodlidos y de agua
respectivamente (kg de agua/kg m.s); T4 es la temperatura de transicion vitrea
(°C); Tqw es la temperatura de transicion vitrea del agua amorfa (Tgu= -135°C);
T4s €s la temperatura de transicion vitrea de los sélidos amorfos (°C) y K es la

constante del modelo.

Esta ecuacion ha sido usada para predecir la plastificacion por el agua
en sistemas binarios; se considera que todos los componentes sélidos que
contribuyen a la observacién de la transicion vitrea son miscibles y forman una

sola fase (Roos, 1995, Haque y Roos, 2006; Moraga y col., 2012).

Con el fin de obtener W.C y a,C, se graficaron conjuntamente los
valores predichos por GAB para la isoterma a 20°C (a,-W.) y los valores
predichos por Gordon & Taylor (T4-W.) obteniendo la relacion Tg-Wc-ay para

una temperatura de almacenamiento T=T4= 20+2°C.
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5.3.6 Biodigestibilidad in vitro

Se realizé la digestién in vitro para la bebida en polvo; el ensayo

consistié en una fase de digestién con pepsina en medio acido para simular la

digestion gastrica; y una digestion con pancreatina y sales biliares.

Preparacion de muestra:

B12 se reconstituyo emulando la forma de consumo determinada en las
evaluaciones sensoriales (Capitulo 2, apartado 2.3.5.2; Tabla 7), el polvo se
disolvi6 en agua milli-Q y se homogenizo con agitacién constante por 5
minutos; simultdneamente se prepara una muestra control de acido galico (10
mg GAE/mL). Tanto la soluciéon B12 como el patron se almacenaron protegidos
de la luz a 4°C hasta el momento de la digestion. Como blanco se us6 agua

milli-Q.

Procedimiento

Para la digestion in vitro se uso el protocolo propuesto por Chiang y col.,
(2013) con modificaciones. En la figura 48 se esquematiza los pasos seguidos
durante la digestion in vitro. Se realizé una digestion control como referencia,
donde se inactivaron las soluciones enzimaticas por calentamiento a 90°C por

15 minutos previo a la digestion.
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Bebida B12
reconstituida
¥ v
Control (C) Digestion (D)
B12 + Solucion pepsina B12 + Solucion pepsina
inactiva activa

| !

Ajuste de pHa 2.0
Incubara 37°C por2 ha 100 rpm

B12C (G inact) B12D (G act)

Ajuste pH a 6.5

| !

Adicion de solucion de Adicion solucién de
pancreatina pancreatina
y sales biliares inactiva y sales biliares activa

! !

Ajustede pHa 7.5
Incubara 37°C por 2 ha 100 rpm

! !

Descenso de temperatura (4°C)

B12C (Gl inact) B12D (Gl act)

Figura 48. Diagrama de procedimiento para la digestion in vitro de la bebida en

polvo B12.
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Se tomaron 2.5 mL de B12 reconstituida y se adicioné 2.5 mL de una
solucion de pepsina (320 und/mL) acidificada con acido clorhidrico 1N con el fin
de simular el jugo gastrico ajustando el pH a 2.0 e incubando por una hora a

37°C a 130 rpm.

La etapa de digestion gastrica se detuvo subiendo el pH a 6.5 con NaOH
1N. Entonces, se adiciond una solucion concentrada de jugo intestinal simulado
(Pancreatina porcina 10mg/mL, sales biliares 20mg/mL). Finalmente se ajusto

el pH a 7.5 con NaOH 1N y se incub6 durante dos horas a 37°C a 130 rpm.

Las soluciones obtenidas se centrifugaron a 13000 rpm por 10 minutos a
25°C y el sobrenadante obtenido fue filtrado con membrana de nylon de poro

0.45 pym previo a las mediciones de PT, MAC y DPPH- realizadas.

5.3.7 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizé el software
Infostat v. 2013 (Grupo InfoStat, FCA, Argentina). Se realiz6 el correspondiente
analisis de varianza (ANOVA) de una via y la comparacion de medias mediante

el test de Tukey usando un nivel de significancia p<0.05.

Los parametros de los diferentes modelos empleados se estimaron por
regresiones no lineales de los datos experimentales mediante el software

Origin Pro v 8.0 (OriginLab Corp., Northhampton, MA USA).
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5.4 Resultados y discusion

5.4.1 Caracterizacion de la bebida en polvo B12

Tras los estudios fisicoquimicos y sensoriales se llegé al producto final
de esta investigacion, una bebida en polvo a base de Yerba mate y Cassis
caracterizada por tener un 3.11£0.21% de humedad, una densidad de
0.54+2*10° g/mL y un angulo de reposo de 52.75°+2.19°. Segun Peleg (1977),
los polvos con angulos de reposo < 40° son no-cohesivos y los polvos con
angulos = 50° pueden presentar problemas de fluidez; en el caso de B12 podria
deberse a la formas y tamafo irregulares (vidrios rotos) que tienen sus
particulas liofilizadas; ya que la fluidez de un polvo depende de la forma,
tamano y distribuciéon de particulas (Juliano y Barbosa-Canovas, 2010;

Murrieta-Pazos y col., 2012).

Los valores de solubilidad, luminosidad (L*), grado de rojo (a*) y de amarillo

(b*) de B12 fueron:

¢ %Solubilidad (agua fria) = 89.93+1.20%

e L*=53.6910.69; a*= 21.83+0.26; b*=-0.98+0.05

En cuanto a las propiedades antioxidantes, los valores fueron:

Polifenoles totales (PT) = 9.28+0.07 mg GAE/g m.s;

Antocianinas monoméricas (MAC) = 330.18+1.17 mg CyGE/ 100g m.s y

Acido ascoérbico (AA) = 104.35£14.78 mg AA/ 100 g m.s;

La actividad antioxidante mediada como la capacidad de inactivar el

radical DPPH- fue %l = 87.61+0.21%
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5.4.2 Propiedades de sorcién (isoterma a 20°C)
En la figura 49 se presentan los datos experimentales de W, (kg de agua/

kg m.s) y los valores predichos por medio de los diferentes modelos.
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Figura 49. Isotermas de sorcién a 20°C. Simbolos representan los valores
experimentales. Lineas representan valores predicho por los diferentes

modelos.

Se observd que B12 absorbié pequefas cantidades de agua a bajos
contenidos de ay, con un aumento en la cantidad absorbida a valores altos de
aw; este comportamiento es caracteristico de compuestos con alto contenido de
azucares y se debe al predominante efecto de las interacciones de
solubilizacion asociados a la disolucion del azucar (Tsami y col., 1990; Fabra y
col., 2009). Diferentes autores han informado resultados similares para
productos en polvo: pifia (Gabas y col., 2007), agai (Tono y col., 2009); pomelo

(Fabra y col., 2009), fresa (Mosquera y col., 2012).
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La tabla 23 muestra los parametros para los diferentes modelos (GAB,;
Caurie; Halsey y Oswin), el coeficiente de determinacion (R?) y el porcentaje de
error medio relativo (%E) de B12 estabilizada. EI modelo de GAB fue el que
presento los mejores valores de error medio relativo (%E = 4.93%) y R*= 0.989

Lomauro y col. (1985).

Tabla 23. Parametros de regresion, pruebas estadisticas (R% %E) para las

isotermas de sorcion a 20 °C para B12.

GAB Oswin Halsey Caurie
Valores Valores Valores Valores
W, 0.028 A 0.066 A 0.017 \" 11.643
K 1.022 B 0.545 B 1.331 Xs 0.056
Cc 100
R® 0.989 R® 0.946 R® 0.976 R 0.956
E% 4.931 E% 10.165 E% 8.141 E% 11.406

De acuerdo al modelo de GAB, el valor de Wy, para B12 fue de 0.028 kg
agua/Kg m.s a 20°C; dicho parametro fue inferior a los informados por Tonon y
col., (2009) en polvo de acgai por secado spray con MDyya 25°C (0.050 Kg
agua/ Kg m.s); Moraga y col., (2012) en polvo liofilizado de pomelo sin
coadyuvante a 20°C (0.077 Kg agua/ Kg m.s) y Mosquera y col., (2012) en

fresa liofilizada con MD a 20°C (0.075 kg agua/kg m.s).
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El valor de W, de B12 fue un 50% menor al presentado por B7 (Tabla
20; Capitulo 4, apartado 4.4) a la misma temperatura; ademas de ser menor al
valor indicado por Labuza y Altunakar (2002) (0.1 kg agua/’kg m.s) como limite
para no comprometer la estabilidad del alimento; sugiriendo que la nueva

formulacion posee una buena estabilidad.

5.4.3 Efecto de la humedad relativa: Cambios en el color, la

solubilidad y la morfologia de B12.

5.4.3.1 Variaciones en el color y la solubilidad

El efecto del %HR sobre el color y la solubilidad se evalu6é para las
muestras equilibradas en un rango de 11 a 76% HR a 20°C. Los parametros a*,

b*, L* se presentan en la tabla 24.

Para a* las muestras hasta el 33% HR no presentaron diferencias
significativas (p>0.05); el parametro b* presenté mas variabilidad con %HR,
mientras que para L* se observo un efecto marcado solo por encima d 54.4%
HR. Para un valor de 76% HR todos los parametros fueron afectados, a*
disminuyé en mas de un 70% (p<0.05) y L* en un 33% respecto de B12

(control) (p<0.05).
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Tabla 24. Parametros de color en la escala CIEL*a*b* para B12(C) control y

estabilizada a diferentes %HR a 20°C.

Muestra (%HR) L* a* b*

B12 (C) 53.69+0.69° 21.830.26° -0.98+0.05"¢
11.3 50.80+0.83° 22.11+1.19° -0.77+0.14°¢

23.4 52.31+0.16°  23.28+1.32°¢ -0.54+0.08°
33 52.66+2.18°  23.01%0.23"° -0.59+0.06%¢

43.2 51.55+0.66 " 24.70+1.06° -1.07+0.04°

54.4 53.00+1.41° 24.00+0.51°° -1.45%0.10°

76 35.94+0.90° 5.96+0.14° 0.32+0.07f

Resultados son expresados como el promedio + desviacion estandar de
muestras triplicadas. Valores con diferentes letras son significativamente

diferentes por columna. Tukey (p<0.05).

Los aumentos de HR entre el 11 y 54% no modificaron
significativamente los valores de IS a (p>0.05); sin embargo, para 76% HR se
registré una drastica caida de un 73.9% (p<0.05; figura 50.A); esta variacion en
IS junto con la disminucién en L* indicaria el oscurecimiento pronunciado del
producto. Este comportamiento fue similar al presentado por B7 a 20°C, el cual
a 76%HR y 20°C disminuyd un 90% respecto del valor previo a la estabilizacién

(Capitulo 4, apartado 4.4.4; Figura 46).
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Figura 50. A. indice de Saturacion (IS) y B. Angulo de matiz (HA) y la relacién

con la humedad relativa (%) a 20°C. Valores con diferentes letras son

significativamente diferentes por la prueba de Tukey (p<0.05).

Para HA se observd

un ligero (p<0.05) aumento hasta 33% HR, para

luego disminuir nuevamente en 43.2 y 54.4% HR (p<0.05). A 76% HR el valor

aumento de -2.65° a 3°, lo que implicaria una mayor contribucién del amarillo

(figura 50.B), contrario a lo reportado para B7 (Capitulo 4; apartado 4.4.4) en el

cual se presenté un mayor aporte de azul con una variacién de -5.57° a -14.63°

a 76%HR.
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Las variaciones entre las formulaciones B3(b); B7 y B12 iniciales no
afectaron los parametros de color (a*, b*, L*, IS, HA). En la figura 51 (A;B) se
ubican aproximadamente los valores obtenidos para cada muestra sin
estabilizar (circulos rellenos); estabilizadas a 33% HR (estrellas rellenas) y a

76% HR (triangulos vacios).

B3(b), B7 y B12 sin estabilizar y expuestas a 33% HR y 20°C
presentaron similar contribucién de rojo y azul (Figura 51.A), y similar
intensidad de color (Figura 51.B); estas diferencias pueden no ser apreciadas
por el ojo humano. Por otra parte, la exposicion a 76% HR provocod una
disminucién drastica en los valores de a* y variaciones significativas para b*, L*
e IS tanto para B7 como B12; resultando en muestras apreciablemente mas

oscuras.
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Figura 51. Ubicacién aproximada de las formulaciones B3(b); B7 y B12. A. Diagrama de cromaticidad a* y b*. B. Luminosidad vs IS
(Gréfico adaptado de Minolta 1990).
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En la figura 52 se presenta la bebida en polvo B12 antes (A) y tras la
exposicion a diferentes %HR (B) donde se observa el gran deterioro provocado
por el 76%HR; evidenciando la variacion de color informada previamente y la

pérdida total de la estructura del polvo, asemejandose a una goma.

Figura 52. A. B12 sin estabilizar. B.B12 estabilizada a 1) 43.2%HR; 2)
54.4%HR y 3) 76%HR a 20°C.

Hasta 33%HR la pérdida de la solubilidad no fue significativa (p>0.05); a
mayores %HR se detectd la caida significativa (p<0.05) hasta su valor minimo
(donde la solubilidad fue cercana al 40%) (Figura 53). Este comportamiento

coincide con el colapso total de la muestra (Figura 52.B.3).
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Figura 53. Efecto de la humedad relativa sobre la solubilidad de la bebida en
polvo.

5.4.3.2 Cambios en la microestructura del polvo
En la figura 54.A se observa el polvo liofilizado caracterizado por su
forma de cristales rotos de diversos tamafios, asi como su estructura porosa.
En la figura 54.B puede verse la estructura de un cristal de azucar,
caracterizado por tener bordes bien definidos, sobre su superficie algunos

fragmentos de polvo liofilizado.
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Figura 54. Micrografias electronicas de barrido de la Bebida en polvo B12.

A. Polvo liofilizado; B. Cristal de azucar. La magnificacion se indica en la

micrografia.

Es conocido que la captacion de agua puede alterar significativamente
las propiedades fisicoquimicas de los alimentos en polvo; en el caso de polvos
que incluyan carbohidratos, estd genera cambios en las propiedades de flujo
del polvo como apelmazamiento y aglomeracion, y cambios en la retencion de
compuestos volatiles (Rosenberg, y col, 1985). La microscopia electronica de
barrido (SEM) permite seguir los cambios en la microestructura del polvo

durante el proceso de apelmazamiento.
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En la figura 55 se presentan las micrografias electrénicas para B12 a
11.3 a 33% HR y 20°C. En dicho rango de bajas humedades relativas no se
detectan cambios drasticos en la microestructura.

Se pueden observar algunas microestructuras con forma esférica
definida similar a la observada para mezclas en polvo de lactosa/proteina
(Haque y Rooss, 2006) y polvo de mora (Ferrari y col., 2012) obtenidos por
secado spray, las cuales podrian corresponder al aroma en polvo comercial
(Secado spray) utilizado en la formulacion final de la bebida (Figura 55 B; D; F;

circulo rojo).

Rosenberg, y col, (1985), informaron que la morfologia de
microencapsulados de metilantralinato obtenidos por secado spray con goma
arabiga y maltodextrina no se alteré drasticamente para un rango de bajas e

intermedias humedades relativas, manteniendo su forma y tamafio original.
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Figura 55. Micrografias electrénicas de barrido de la Bebida en polvo B12.
A. 11.3% HR, 400x; B. Magnificacién 1600x recuadro punteado en A.
C. 23.4% HR, 400x; D. Magnificacion 1600x recuadro punteado en C.

E. 33% HR, 400x; F. Magnificacion 1600x recuadro punteado en E.
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La exposicién de B12 a 43 y 54% HR causd cambios mas notorios,
observandose estructuras con bordes menos definidos, paredes de superficie
mas rugosa, ademas de la formacion de agregados entre el polvo liofilizado y

los cristales de azucar (figura 56).

Figura 56. Micrografias electrénicas de barrido de la Bebida en polvo B12.
A. 43.2% HR, 200x; B. Magnificaciéon 1600x recuadro punteado en A.
C. 54.5% HR, 400x; D. Magnificacion 1600x recuadro punteado en C.
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Un comportamiento similar fue reportado en microencapsulados de
maltodextrina, donde se evidencié la formacién de puentes sélidos formados
por disolucién de las capas mas externas de las capsulas (Rosenberg, y col,

1985).

Haque y Roos (2006) y Aguilera y col., (1995), reportaron un fuerte
efecto de la humedad relativa mayor a 54.5% sobre la microestructura de
mezclas lactosa/proteina obtenidas por liofilizacion y en leche en polvo,
respectivamente.

A pesar de los cambios en la microestructura de B12 en dicho rango de
HR, aun se puede diferenciar la estructura de sus componentes (Figura 56.B).

A 76%HR se observo la completa destruccion del polvo, la muestra se
solubilizé para formar lo que se asemeja a una goma, debido a la cantidad de
agua captada para este nivel de HR. Para %HR superiores a 74% la
microestructura de mezclas lactosa/proteina sufri6 cambios drasticos y en
leche en polvo Haque y Roos (2006).

Para dichas condiciones fue necesario usar ESEM (modo ambiental)
para observar los cambios. En la figura 57 se puede ver los cristales de azucar
parcialmente fundidos, en una fase continua formada por el polvo liofilizado que
perdié totalmente su estructura de vidrios rotos, no se aprecian las formas

esféricas atribuidas al aroma en polvo presente en la formulacion.
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Figura 57. Micrografias electronicas de barrido modo ambiental (ESEM) de

B12. A. 76% HR, 1000x; B. Magnificacion 2000x recuadro punteado en A.

5.4.4 Efecto de la humedad relativa: Compuestos bioactivos y
actividad antioxidante

La concentracion de PT no vari6 significativamente (p>0.05) en el rango
de 11 a 43%HR, superando dicho rango se aprecié un leve aumento (p<0.05)
tras el equilibrio a 56%HR y para un 76%HR la concentracion disminuyd en un

9.34% respecto del valor de B12 sin equilibrar (Figura 58).
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Figura 58. Variacion de la concentracion de PT a diferentes %HR y 20°C.
Valores con diferentes letras son significativamente diferentes. Prueba de

Tukey (p<0.05).

La baja disminucidén en la concentracion de PT se puede atribuir a la
presencia de maltodextrina, que actua como material de barrera protegiendo
compuestos bioactivos. Bakowska y col. (2011) reportaron que los polvos de
Cassis obtenidos por secado spray usando maltodextrina presentaban un
mayor contenido de polifenoles totales frente a aquellos obtenidos con inulina,
Saenz y col. (2009) observaron la misma tendencia para polvos de Cactus de

pera obtenidos por secado spray.
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En el caso de la concentracion de antocianinas (MAC) en el rango de 11-
33% HR, las variaciones no fueron significativas (p>0.05), por encima de estos

valores se observé un efecto negativo sobre la estabilidad (Figura 59).
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Figura 59. Cambios en el contenido de antocianinas monoméricas (MAC) con
la humedad relativa (%) a 20°C. Diferentes letras representan diferencias

significativas (p<0.05) con la prueba de Tukey.

La concentracion de MAC disminuyd un 20% a 44%HR respecto de B12
sin humidificar (p<0.05), el aumento a 54%HR no implicé variacion significativa
(p>0.05); mientras que la muestra sometida al equilibrio con un 76% HR
disminuyé significativamente un 79.76%(p<0.05), alcanzando la concentracion

minima de 66.83 mg CyGE/ 100 g m.s.
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A diferencia de lo observado para la concentracién de PT (Figura 58), la
concentracion de MAC decrecio significativamente (p<0.05) en la condicién
mas extrema; siendo insuficiente el efecto de barrera que podria proporcionar
MD al no lograrse la proteccion de dicho compuesto. Esta diferencia en la
tendencia puede ser atribuida a la alta degradacién de las antocianinas frente a
la exposicion al oxigeno, humedad relativa del ambiente y temperatura

(Bakawska-Barczak y col., 2003; Syamaladevi y col., 2011).

Para B7 en un rango de 11% a 54% no se observaron pérdidas (p>0.05)
en las muestras a 20°C; aunque los efectos de HR a 76% fueron tan
perjudiciales como los detectados para B12. Este efecto puede deberse a que
son productos higroscopicos y el aumento en el contenido de agua facilita la
movilidad molecular, actuando como un favorecedor de la degradacion de

antocianinas (Tonon y col., 2010; Syamaladevi y col., 2011).

Thakur y Arya, (1989) y Duangmal y col., (2008), demostraron que en la
estabilidad de las antocianinas de uva azul (Jaboticaba) y extractos de flor de

Jamaica (Hibiscus sabdariffa) eran mas estables en a bajas ay.

La concentracion de acido ascorbico (AA) disminuyd significativamente
(p<0.05) con el aumento del %HR para todo el rango evaluado respecto de B12

sin estabilizar (control; 104.35 mg AA/ 100 g m.s).
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Las variaciones entre 11-54.1%HR no fueron significativas (p>0.05),
presentando el mayor deterioro por encima de dicho rango, con el valor minimo
de 61.00+1.97 mg AA/ 100 g m.s correspondiente una disminucion del 41.54%
respecto del valor inicial a 76%HR (Figura 60), estos resultados concuerdan
con lo reportado por Sablani y col. (2007), que informaron la disminucién de la
retencion de AA para 23% < HR < 76%.
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Figura 60. Cambios en el contenido de acido ascérbico (AA) con %HR a 20°C.
Diferentes letras representan diferencias significativas (p<0.05) con la prueba

de Tukey.

Moraga y col., (2012) observaron que la degradacion de AA para
muestras de pomelo almacenadas durante 3 meses fue drastica a valores de
HR de superiores al 58%. Al comparar entre B7 y B12 a 20°C, se observo que
para valores entre 11 y 54.1% HR AA se mantuvo estable para cada muestra
(p>0.05), superando dicho valor se present6 el deterioro drastico, disminuyendo

entre un 34 y 41% de su concentracion inicial, respectivamente.
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El %l a bajas humedades relativas (11 a 33%) tuvo una disminucion
marginal (p>0.05; Figura 61); esta estabilidad de la actividad antioxidante se
condice con lo reportado previamente en este capitulo para las

concentraciones de PT; MAC y AA; los cuales se mostraron estables.
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Figura 61. Variacion del %l del radical DPPHe« con %HR a 20°C. Letras

diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) con la prueba de Tukey.

A pesar de que las concentraciones de MAC y AA alcanzaron las mayores
pérdidas (79.76% y 41.54%, respectivamente) a 76%HR; la reduccion en la
actividad antioxidante fue solo del 20% (Figura 61).

Moraga y col., (2012), informaron para polvos de pomelo liofilizados sin
la adicion de coadyuvante, una alta estabilidad de los compuestos polifenolicos
pero un decrecimiento significativo en la capacidad antioxidante (%! de DPPHe)
tras ser almacenados durante 3 meses en un rango de 11 a 68% HR.

La disminucion en la concentracion de MAC, AA y %l indican un deterioro en la
composicidn quimica de la muestra y la disminucién de la calidad nutricional

para valores = 43%.

243



Capitulo V. Formulacioén final: Efecto de la humedad relativa y
digestion gastrointestinal in vitro.

5.4.5 Relacion entre la temperatura de transicion vitrea, humedad de

equilibrio y actividad acuosa en la bebida en polvo.

5.4.5.1 Temperatura de transicion vitrea

El comportamiento térmico y su dependencia de la humedad relativa
(%HR) a 20°C se analizaron por calorimetria diferencial de barrido (DSC). En la
figura 62 se muestra el termograma correspondiente a B12 sin estabilizar. Los
valores de temperatura de transicion vitrea fueron: 55.64°C (Tg (onset)); 60.59°C
(Tg ) y 66.45°C (T4 fina)); garantizando el estado vitreo del producto

(Taimacenamiento< Tg onset) Previo a los ensayos de sorcion de agua.
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Figura 62.Termograma de B12 inicial (sin estabilizar).
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En la tabla 25 se presentan los valores de Ty para B12 antes (control) y
después de la estabilizacion a 11-76% HR y 20°C. Los polvos liofilizados
pueden sufrir una transicion del estado vitreo al gomoso con pequefas
variaciones en el contenido de agua o de temperatura (Fabra y col., 2099). Los
valores de Tgonset), Tgq) Y Ty de las muestras equilibradas disminuyeron con el
aumento en el contenido de agua (p<0.05), demostrando el efecto plastificante

del agua sobre la matriz amorfa.

Tabla 25. Valores experimentales de Ty onsetyy Tga) Y Tgm de B12 control y
equilibradas a 20°C.

%HR T g(onset To Tao %H Estado a
Talmacenamiento
Cfr:tfol 55.64+13.9 60.59+13.54  66.45+14.31° 3.10+0.03? Vitreo
11.3 35.58+6.82°  41.75+5.98° 45.89+7.40° 3.47+0.01° Vitreo
22.6 30.85+1.53°  35.82+0.30° 40.585+0.43°  3.85+0.01° Vitreo
33 32.05+5.56°  38.16+1.51° 41.575+2.58°  4.49+0.04° Vitreo
43.2 29.99+0.69°  35.65+0.11° 40.525+0.88°  5.15+0.02¢ Vitreo
54.1 0.88+6.18° 5.08+11.06° 8.2+8.25° 6.07+0.09° Gomoso
76.1  -33.58+7.47% -31.395+5.41% -24.825+1.61%° 12.88+0.30°  Gomoso

Resultados son expresados como el promedio + desviacién estandar de
muestras duplicadas. Valores con diferentes letras por columna son
significativamente diferentes (p<0.05) con la prueba de Tukey.

Para el rango de 11 a 43.2% HR la muestra estaba en estado vitreo con
valores de humedad de 3.47 a 5.15% (Tabla 25); un aumento significativo del
15.16% en el contenido de humedad de las muestras almacenadas a 54.1%

HR (p<0.05), produce a un descenso de aproximadamente 30°C en los valores
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de Ty alcanzando valores inferiores a Tamacenamiento. LO anterior podria indicar
que se ha alcanzado el valor limite de agua absorbida en el cual la muestra
permanece en estado vitreo. Un comportamiento similar fue informado por
Tonon y col., (2009) en polvos de agai (6% p/p MD DE;o) almacenados en un
rango de 11.2-84.3% HR a 25°C; presentando un descenso drastico de 35°C
entre 52.9 (Tg= 40.7°C) a 68.9% HR (T4= 5.35°C) y alcanzando el estado
gomoso para dicha muestra. Syamaladevi y col., (2011) también informaron
un descenso en los valores de T4 de aproximadamente 22°C durante el pasaje
al estado gomoso entre 7 (T4= 38.9°C) a 11.2% HR (T4= 17.1°C) para polvos de

frambuesa sin adicién de coadyuvante almacenado a 23°C.

La estabilidad de las caracteristicas fisicas (color, solubilidad) y quimicas (PT,
MAC, AA 'y %l) en un rango de 11.2 a 43.2% HR y 20°C, puede ser atribuida al
estado vitreo de B12. Superando dicho rango, las muestras presentaron el
mayor deterioro con variaciones en el color y disminucidén en la solubilidad;
ademas de cambios apreciables en la microestructura y en la concentracion de

bioactivos y %l, ya que las mayores reducciones ocurrieron a 54 y 76%.
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5.4.5.2 Diagrama de estado y valores criticos de almacenamiento

Los valores predichos para una temperatura de almacenamiento
T=T4=20°C con los modelos GAB y Gordon & Taylor, se presentan en la tabla
26. El valor de Ty fue 93.07°C similar a los informados para polvo de agai (6%
p/p MD DE1o) con Tg= 94°C (Tonon y col., 2009) y en polvos de Borojo y frutilla
con 98.72°C y 64°C respectivamente (Mosquera y col.,, 2010, 2012). Otros
autores reportaron valores inferiores para polvo de pomelo (sin coadyuvante)
con Tgs= 44.4°C (Telis y Martinez-Navarrete, 2009) y T4= 41.1°C (Moraga y
col., 2012). Mostrando que la adicion de agentes como MD conduce a

aumentar considerablemente los valores de Tgs.

La figura 63 muestra la relacion entre T4-Wc-a,, correspondiente a B12.
El valor maximo de actividad de agua a la que puede ser expuesta es 0.432 y
un contenido de humedad de 0.051 Kg agua/Kg m.s; lo anterior indica que
almacenar B12 por encima dichos valores a 20°C conllevaria al estado

gomoso.

Tonon y col., (2009) obtuvieron valores criticos mas altos para a,,C (0.574) y
W.C (0.086 Kg agua/ Kg m.s) para polvos de acgai (6% p/p MD DEqy); Telis y
Martinez-Navarrete, (2009) informaron valores para polvos de pomelo
adicionados con maltodextrina de W.C similar a W.C de B12 pero un a,C
menor; estas diferencias probablemente se deben al diferente aporte de

azucares por las frutas y al porcentaje de coadyuvante adicionado a los polvos.
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Figura 63. Relacion entre Tg(onsety =We (simbolos rellenos) y aw - W, (simbolos
huecos). Las lineas representan las predicciones de los modelos de GAB y
Gordon y Taylor. Las flechas indican los valores criticos de humedad (W.C) y
actividad de agua critica (awC) a 20 °C.

Polvos de fresa obtenidos por secado spray vy liofilizacion con adicion de
goma arabiga y maltodextrina, presentaron rangos de W.C de 0.07 a 0.082 kg
agua/ kg m.s con a,C entre 0.093 y 0.331. Con la adiciéon de maltodextrina no

se consiguié aumentar el W.C, aunque si permitié desplazar la a,,C hasta un

valor de 0.241 (Mosquera y col., 2010).

El valor calculado para W.C fue mayor que el valor de humedad de
monocapa (W) determinado por el modelo de GAB, en concordancia con lo
informado por Tonon y col., (2009) y Moraga y col., (2012), siendo este ultimo
un valor de contenido de agua que aseguraria la maxima estabilidad durante el

almacenamiento del producto liofilizado.
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Sin embargo, algunos autores han reportado valores de W.C inferiores a W,
para polvos liofilizados de pomelo (Fabra y col., 2004) y pomelo con adicién de

goma arabiga y maltodextrina (Telis y Martinez-Navarrete, 2009).

Las caracteristicas fisicoquimicas de B12 para los valores criticos a 20°C
se resumieron en la tabla 26. La bebida final presenté una alta estabilidad
por debajo de dichos valores; una vez alcanzado el equilibrio a 43.2%HR la
solubilidad disminuyé el 10% respecto del producto sin equilibrar, mientras que
las variaciones en los parametros de color fueron de mayor importancia para
HR > 43.2% (Capitulo V, apartado 5.4.3.1), mientras que algunas variaciones
se aprecian en la morfologia de los cristales de azucar y el polvo liofilizado

(SEM) (Capitulo V, apartado 5.4.3.2).
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Tabla 26. Parametros de los modelos Gordon & Taylor y GAB ajustados a la temperatura de transicion vitrea de B12.

Valores criticos de W.C y a,C a Tg= 20°C y caracteristicas fisicoquimicas.

Parametros Modelos Valores criticos | Caracteristicas fisicas
Caracteristicas quimicas a,= 0.432
a 20°C ay= 0.432
o PT (mg GAE/ g m.s) 8.66+0.02
S Tgs 93.07 | W.C' 0.051 a* 24.70
o
|_
°§ Kear 0.335 awC 0.432 b* -1.07 MAC (mg CyGE/ 100 g m.s) 262.45+8.69
-8 2
o) R 0.90 L 51.55
O]
IS 24.73 AA (mg AA/ 100 g m.s) 96.97+9.89
W,' 0.028 HA -2.49
g %S 72.99 %I (DPPH-) 84.81+0.42
(O]
Keas 1.022 %H 5.15
R  0.989 Tg (onset) 29.99

'(kg de agua/ kg m.s)
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Las concentraciones de los compuestos bioactivos (PT, MAC y AA) no
presentaron variaciones significativas por debajo de a,C, a partir de dicho valor
tanto las concentraciones de MAC y AA como la actividad antioxidante
disminuyeron significativamente (Capitulo V; apartado 5.4.4).

Un aumento (p<0.05) del 15% en el contenido de humedad de B12
humidificada entre 43% (0.0515 kg de agua/ kg m.s) y 54.1% HR (0.0607 kg de
agua/ kg m.s), conllevé a un decrecimiento en los valores de Tq4 (Capitulo V,

apartado 5.4.5, Tabla 25) alcanzando valores inferiores a Tamacenamiento.

5.4.6 Digestion in vitro: Efecto sobre PT, MAC y actividad antioxidante

La figura 64 muestra los valores de concentracion de PT obtenidos tras
la digestidn gastrointestinal in vitro (etapas Gastrica G(act) y Gastrointestinal

Gl(act) con enzimas activas; G(inact) y Gl(inact) con las enzimas inactivas).
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Figura 64. Cambios en la concentracion de PT durante las etapas G(act) y
Gl(act) y con las enzimas inactivas G(inact) y Gl(inact). B12(Control) previo a
la digestion. Linea punteada representa el comportamiento del estandar de
acido galico (GAE) evaluado. Diferentes letras corresponden a muestras con
diferencias significativas (p<0.05) por la prueba de Tukey.
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La concentracion de PT disminuyo significativamente (p<0.05) entre un
55 a 59%, una tendencia similar se observd para el estandar de acido galico
(Figura 64; linea punteada); indicando que estos compuestos no serian
estables bajo las condiciones gastrointestinales aplicadas. Cillia y col., (2009) y
Tagliazucchi y col., (2010), demostraron que la digestion gastrointestinal
disminuia el contenido de PT en un 47% para jugos de fruta y en un 38% para
uvas, respectivamente. Siracusa y col., (2011) obtuvieron resultados similares

en infusiones acuosas de alcaparra y de hinojo marino.

No se detectaron diferencias significativas (p>0.05) entre G(act) y
Gl(act), lo que indica que la etapa G(act) fue determinante en la disminucion
de la concentracion de PT; durante Gl(act) se mantuvo la bioaccesibilidad de
PT. Los valores de concentracion de PT obtenidos en la simulacién con las
enzimas previamente inactivadas fueron ligeramente menores que los
obtenidos en con las enzimas activas, siendo solo significativo para G(inact)
(Figura 64; p<0.05); en concordancia con los resultados obtenidos por Chang y
col. (2013) para grosellas, indicando que la digestién enzimatica puede mejorar

la bioaccesibilidad de los compuestos polifendlicos.
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Las antocianinas fueron degradadas bajo las condiciones de digestion
gastrointestinal aplicadas, alcanzando valores inferiores a 20 mg de CyGE/100
g m.s correspondiente a un 6% de MAC bioaccesibles. No se observaron
diferencias significativas (p<0.05) entre las etapas gastrica e intestinal,
atribuyéndose el mayor deterioro a G(act) (figura 65); resultados similares
fueron informados por Bouayed y col., (2011) para la digestion de manzanas,
donde las antocianinas no pudieron ser detectadas.
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Figura 65. Cambios en la concentracion de MAC durante la etapas G(act) y
Gl(act) y G(inact) y Gl(inact). Diferentes letras corresponden a muestras con
diferencias significativas (p<0.05) por la prueba de Tukey.

La baja bioaccesibilidad de las antocianinas ha sido vinculada a su alta
inestabilidad frente a cambios de temperatura (Bakawska-Barczak y col., 2003)
y a las variaciones en el pH a medio alcalino en el intestino delgado (Pérez-
Vicente y col., 2002; Tagliazucchi y col., 2010); sin embargo, se ha sugerido
que bajo condiciones in vivo, estos compuestos podrian ser absorbidas
directamente desde el estbmago proporcionando sus caracteristicas saludables
(Manach y col., 2004; Bouayed y col., 2011). Esta condiciéon no fue evaluada

durante el presente estudio.
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En la figura 66 se presenta la variacion de la actividad antioxidante
medida por DPPH+ antes, durante y después de la simulacidén gastrointestinal

con las enzimas activas e inactivas.
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Figura 66. Cambios en la actividad antioxidante durante la etapas G(act) y
Gl(act) y con las enzimas inactivas G(inact) y Gl(inact). Para B12 y el
estandar de acido galico (GAE). Diferentes letras corresponden a muestras con

diferencias significativas (p<0.05). Prueba de Tukey.

En el ensayo realizado con las enzimas activas se observd una
reduccion (p>0.05) de 2% para G(act) y del 7% (p<0.05) para Gl(act) respecto
del control; el %l de Gl(inact) fue significativamente mayor que él de Gl(act)
(p<0.05), sugiriendo una subsecuente reduccion en el intestino delgado como
efecto de la enzima. No se apreciaron diferencias significativas (p>0.05) entre

las fases G(act) y G(inact).
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Aunque los niveles bioaccesibles de PT y MAC previamente informados
fueron muy bajos, los porcentajes de inhibicion obtenidos tras la digestién in
vitro fueron altos (80 al 85%), apreciandose una tendencia similar para el acido
galico durante la misma simulacion; sugiriendo que durante el proceso de
digestion los compuestos bioactivos contenidos en la bebida pueden presentar
cambios a formas que muestran una alta actividad antioxidante. Tarko y col.,
(2009) informaron alta capacidad antioxidante para ciruelas, manzanas y
melén, ademas de la alta estabilidad capacidad antioxidante para bayas de
Aronia a pesar de la disminucién significativa de la fraccidon masica de
polifenoles y antocianinas tras la digestion; Gil-lzquierdo y col., (2002),
informaron la transformaciéon de antocianinas a compuestos con actividad
antioxidante durante la digestién de fresas; liberando acido elagico en forma de
elagitaninos provocando un aumento en 10 veces su concentracion.
Tagliazucchi y col. (2010) y Chang y col., (2013) determinaron el aumento en la
actividad antioxidante tras la simulacion gastrointestinal en uva y grosellas,

respectivamente.
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5.5 Conclusiones

o Se determinaron las propiedades de sorcion de la bebida en polvo final;
la comparacion de la bondad de ajuste de los modelos ajustados indico que
GAB fue el que mejor predijo el comportamiento de sorcion a 20°C y el rango
de humedades relativas usado para B12.

o El producto de estudio presentd una alta estabilidad en sus
caracteristicas fisicas (color, solubilidad; morfologia) y quimicas (contenido de
polifenoles, antocianinas, acido ascoérbico y actividad antioxidante) cuando se
expuso a humedades relativas entre 11 y 33%; superando el 43.2% HR fueron
apreciados cambios de la microestructura y la disminucion en la concentracién
de los compuestos bioactivos y la actividad antioxidante, provocando una
pérdida de la calidad nutricional. La exposicion a un 76%HR produjo la
completa degradacion de la estructura del polvo formando una goma.

o La relacion Tg-We-ay permitié construir el diagrama de estado modificado
para la fase amorfa y estimar los valores criticos (a,C y W.C) para una
temperatura de 20°C.

o Los niveles bioaccesibles de PT y MAC después de la digestion
gastrointestinal fueron muy bajos, sin embargo, la actividad antioxidante (80-85
%l) fue alta, sugiriendo que durante el proceso de digestion los compuestos
bioactivos contenidos en la bebida pueden transformarse a formas con alta

capacidad antioxidante.
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Capitulo VI Conclusiones

° Fue posible obtener una bebida instantanea saludable de alta
palatabilidad a partir de infusiones de Yerba mate y Cassis, permitiendo que las
ventajas nutricionales de estos ingredientes lleguen a un mayor numero de
consumidores. Esta combinacion fue ampliamente aceptada por los
consumidores; con un balance de aroma a Frutos rojos/dulzor que
proporciono un realce al sabor final de la bebida; siendo un producto altamente
promisorio.

o Por medio de herramientas de analisis sensorial se logré determinar la
concentracion 6ptima de la infusién YMI, ajustando el atributo astringencia;
ademas de establecer el contenido de azucar, edulcorante y aroma “Fruto
rojos” comercial necesarios para potenciar los atributos de dulzor y aroma, de
gran importancia para la aceptabilidad del producto final.

o Se determind que la aceptabilidad global de una bebida con sabores no
conocidos puede ser mejorada a través de la exposicion repetida, este proceso
se veria potenciado por un gusto heddénicamente positivo que en este caso
corresponderia al dulzor.

o Con la metodologia spectrum se caracterizé el perfil sensorial del
producto final, el cual se destacé por una apariencia atractiva, de color y brillo
intensos, pronunciado aroma a frutos rojos y buen balance entre el dulzor y la
acidez.

o El uso de las metodologias STD e IT permitieron conocer el perfil
sensorial dinamico de la bebida final, caracterizada por dos atributos
dominantes en el tiempo “Frutos rojos y Dulzor’ y una alta aceptabilidad
global sostenida durante las diferentes ingestas. Estos resultados indican una

adopcion exitosa por parte de los consumidores.
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o Se realizaron estudios de almacenamiento a diferentes temperaturas y
humedades relativas, determinando las propiedades de sorcion por medio del
modelado de diferentes ecuaciones; en los casos estudiados GAB fue el
modelo que mejor representa el comportamiento de sorcion de agua de las
diferentes bebidas en polvo.

o Se evaluaron los cambios debidos a la humedad relativa de
almacenamiento sobre las propiedades fisicas del polvo. Tanto la temperatura
como la actividad acuosa tuvieron un fuerte impacto sobre el color de la
muestra, asi como en las concentraciones de acido ascérbico y antocianinas.
Para las condiciones de 43%HR y 20°C el producto final mantiene sus
caracteristicas de color y solubilidad con poca variacién, mientras que para el
valor de 76%HR la captacion de agua libre es muy elevada y solubiliza parte de
los compuestos durante el almacenamiento generando un cambio de la
macroestructura, perdiendo la conformacién de polvo para formar una especie
de goma.

o El producto de estudio presentd una alta estabilidad en sus
caracteristicas fisicas (color, solubilidad; morfologia) y quimicas (contenido de
polifenoles, antocianinas, acido ascérbico y actividad antioxidante) cuando se
expuso a humedades relativas entre 11 y 33%; superando el 43.2% HR fueron
apreciados cambios de la microestructura y la disminucion en la concentracién
de los compuestos bioactivos y la actividad antioxidante, provocando una
pérdida de la calidad nutricional. Un almacenamiento a 76%HR produjo la

completa degradacion de la estructura del polvo formando una goma.
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. Por medio del diagrama de estado modificado para la fase amorfa, fue
posible determinar los valores de contenido de humedad y actividad acuosa
criticos para el producto final.

. Las condicion de almacenamiento para garantizar el estado vitreo y
minimizar el deterioro fisico del producto por apelmazamiento y la pérdida de la
calidad nutricional debido al deterioro en los compuestos bioactivos y la baja en
la actividad antioxidante.

. T<20°C; %HR<43.2% y Wc< 0.051 kg agua/ kg m.s.

Se sugiere el uso de un envasado con materiales de baja permeabilidad al
vapor de agua para extender la vida util del polvo.

o La simulacion de digestion in vitro evidencio un fuerte efecto sobre los
compuestos bioactivos, los cuales alcanzaron niveles muy bajos durante las
fases gastrica e intestinal; sin embargo la actividad antioxidante permanecio
alta, sugiriendo que durante el proceso de digestibn pueden tener lugar
transformaciones de los bioactivos a otras formas con alta actividad
antioxidante.

o En el andlisis realizado para PT, MAC y %l durante este estudio solo se
expone las posibles concentraciones bioaccesibles para ser absorbidas; es
necesario realizar ensayos que permitan conocer la biodisponibilidad de dichos
compuestos y determinar la fraccidon que puede ser usada en procesos

fisiolégicos por el organismo humano.
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ANEXO 1. Evaluacion del Grado de Aceptabilidad, atributos de diagnéstico,

intencion de compra y estatus emocional (B1, B2 y B3)

Nombre: Fecha: Evaluador #:

Estamos desarrollando una nueva bebida saludable y queremos saber cuanto le gusta.
MUESTRA #:

1. Pruebe la muestra y marque sobre la escala su nivel de agrado

Me disgusta Me gusta
Mucho Mucho

2. Evalue la intensidad de cada atributo considerando el centro de la escala como
el punto justo, el 6ptimo que le gustaria encontrar

Acidez
| 1 1 1 1 1 1 1 1
Poco Ideal Demasiado
Dulzor
1 1 1 1 1 1 1 1 ]
Poco Ideal Demasiado

Astringencia

Poco Ideal Demasiado
Aroma
1 1 1 1 1 1 1 1 1
Poco Ideal Demasiado
Cuerpo
1 1 1 1 1 1 1 1 |
Poco Ideal Demasiado
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3. Con cudles de las siguientes palabras podria definir la sensacién que le provocé

probar esta bebida; elija tres como minimo.

L1 Bienestar 1 Miedo

[l Desagrado L] Frescura
1 Familiaridad 1 Angustia
Ll Tristeza L1 Sencillez

4. Si existiera en el mercado la volveria a comprar?

] Seguramente lo compraria

1 Probablemente lo compraria

[1 Tal vez si, tal vez no lo compraria
1 Probablemente no lo compraria
(] Seguramente no lo compraria

0 Relax

] Enojo

1 Alegria

[1 Sorpresa
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ANEXO 2. Agrupamiento por atributos (Sorting Task; B3, B4, B5, B6, B7)

Nombre: #Evaluador Fecha

Método: agrupamiento; evaluar si las muestras se perciben iguales o distintas

1. Pruebe todas las muestras

2. Agrupe las muestras que se perciben iguales

3. La cantidad de grupos no es fija, puede hacer tantos grupos como crea
conveniente

4. Una vez que organizo los grupos describalos con al menos tres descriptores que
identifiquen las caracteristicas de las muestras del grupo.

5. Puede elegir descriptores de la lista adjunta o describir las muestras con sus

propias palabras

Grupo 1: Muestras Grupo 5: Muestras
Descriptores Descriptores

Grupo2: Muestras Grupo6  Muestras
Descriptores Descriptores

Grupo 3: Muestras Grupo 7: Muestras
Descriptores Descriptores

Grupo4: Muestras Grupo 8: Muestras
Descriptores Descriptores
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ANEXO 3. Determinacién de la concentracion ideal de polvo liofilizado, evaluacion
de los atributos.

Bebidas a base de Yerba mate y Cassis. Concentracion ideal

Nombre: Evaluador # Fecha:

Estamos desarrollando una nueva bebida saludable y queremos saber cuanto le gusta.
Ud. Recibira 3 muestras. Por favor, evalue las muestras ubicandolas en las siguientes

escalas.

Cual es la concentracion ideal?
l 1 1 1 1 1 1 1 1

Poco Ideal Demasiado

Evalue la intensidad de cada atributo considerando el centro de la escala como el
punto justo, el 6ptimo que le gustaria encontrar

Dulzor
[ 1 1 1 1 1 1 1 1
Poco |deal Demasiado

Aroma
[ 1 1 1 1 1 1 1 1
Poco |deal Demasiado

Cuerpo (viscosidad)
[ 1 1 1 1 1 1 1 J

Poco Ideal Demasiado
Color

1 1 1 1 1 1 1 1 1

Poco Ideal Demasiado
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ANEXO 4. Ajuste de atributos dulzor y aroma

Bebidas a base de Yerba mate y Cassis

Nombre: Evaluador # Fecha:

Estamos desarrollando una nueva bebida saludable y queremos encontrar el punto 6ptimo
de algunos atributos. Ud. Recibira 3 muestras.

Pruebe la muestra y marque sobre la escala su nivel de agrado

Me disgusta Me gusta Mucho
Mucho

Evalue la intensidad de cada atributo considerando el centro de la escala como el
punto justo, el 6ptimo que le gustaria encontrar. Ubique las tres muestras en cada
escala de acuerdo a sus preferencias.

Dulzor
[ 1 1 1 1 1 1 1 1
Poco Ideal Demasiado
Aroma
[ 1 1 1 1 1 1 1 1
Poco Ideal Demasiado
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ANEXO 5. Perfil descriptivo semi cuantitativo. Bebida en polvo a base de Yerba
mate y Cassis

Nombre:

Evaluador:

Método tildar todo lo que corresponde:

Fecha:

Pruebe la muestra y tilde todos los atributos que percibe evaluando la intensidad como:

poco, medio, mucho

Atributo

poco

medio

mucho

Color

Viscosidad

Brillo

Uniformidad

Dulce

Acido

Amargo

Astringente

Intensidad de aroma total (retronasal)

Frutos rojos (retronasal)

Citrico (retronasal)

Dulce (edulcorante)
(retronasal)

Frutal (retronasal)

Fruto tropical (retronasal)

Yerba mate (retronasal)

Frutos rojos (nasal)

Caramelo (nasal)

Compota (nasal)

Especiado (nasal)

Frutal (nasal)

Fruto tropical (nasal)

Hierbas (nasal)

Yerba mate (nasal)

Regusto amargo

Otros
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ANEXO 6. Planilla entrenamiento con estandares. Las marcas en las escalas
corresponden a los valores expresados en la Tabla (5)

Bebida en polvo a base de Yerba mate y Cassis

Definicién de los atributos, forma de medirlos y estandares
Nombre: Evaluador: Fecha:
MATCHING ESTANDARES

Cual es mas dulce? Ubique en la escala
]

APARIENCIA

Color

Brillo

Uniformidad

Viscosidad

GUSTOS BASICOS Y SENSACIONES BUCALES

Dulce

Acido

Amargo } }

Astringente

AROMA (NASAL)

Aroma
total

Frutos rojqs

Cassis

Yerba mate
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Compota

Frutal

Fruto tropical

SABOR (RETRONASAL)

Frutos rojos

Cassis

Yerba mate

Dulce

edulcorante

Citrico

Frutal

Fruto Tropical

REGUSTO

Amargo

Astringente
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ANEXO 7. Planilla entrenamiento con valores promedio. Las marcas en las escalas

corresponden a los valores promedio

Bebida en polvo a base de Yerba mate y Cassis

Definicidn de los atributos, forma de medirlos y estandares

Nombre: Evaluador: Fecha:

APARIENCIA

Color

Brillo

Uniformidad

Viscosidad

GUSTOS BASICOS Y SENSACIONES BUCALES

Dulce !

Acido :

Amargo i

Astringente

AROMA (NASAL)

Aroma
total

Frutos rojqs "

Cassis !

Yerba mate
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Compota

Frutal

Fruto tropical

Citrico }

SABOR (RETRONASAL)

Frutos rojos

Cassis

Yerba mate

Dulce

edulcorante

Frutal ]

Fruto Tropical

REGUSTO

Amargo .

Astringente
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ANEXO 8. Aceptabilidad global de bebida en polvo y galleta TODDY

Bebidas a base de Yerba mate y Cassis

Nombre: Evaluador # Fecha:

Cuanto le gusta la bebida?

Pruebe la muestra y marque sobre la escala su nivel de agrado

Me disgusta Me gusta
Mucho Mucho
Nombre: Evaluador # Fecha:

Cuanto le gusta la galleta?

Pruebe la muestra y marque sobre la escala su nivel de agrado

Me disgusta Me gusta

mucho mucho
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Anexo 9. Formulacién de la bebida en polvo a base de yerba mate y cassis.

Relacion de compuestos sélidos en porcentaje p/p para las formulaciones B3(b), B7 y

B12.
(%) p/p Mezcla liof Azucar Edulcorante Aroma Total
YMI/Cs/MD*
B3(b) 77.4 224 0.2 0 100
B7 77.4 22.4 0.2 0 100
B12 53.3 44.9 0.9 0.9 100
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