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RESUMEN

Como alternativa a las bebidas lacteas fermentadas, en el presente trabajo se desarrollo
un yogur con base a leche entera, incorporado con aloe vera (AV) y aceite esencial
(AE) de naranja, materiales procedentes de recursos infrautilizados y residuos. Para
ello se utilizd AV tratado térmicamente a 70 °C, tras pruebas sensoriales previas en
matrices lacteas con AE de naranja, limén, toronja, mandarina, cedrén, hierba buena,
hierba luisa, lavanda, menta y jengibre, se selecciond el aceite esencial de naranja. Los
ingredientes de la formulacion tuvieron una marcada influencia sobre la composicion
proximal, propiedades fisicoquimicas, actividad antioxidante, parametros reologicos y
vida util de las muestras. La adicion del AV ejerce un efecto positivo sobre el
contenido de proteina del yogur, parametros reoldgicos y fisicoquimicos. Por otro lado,
la adicion del AE de naranja produce cambios en el contenido de grasa, actividad
antioxidante y parametros microbiol6gicos. La interacciéon entre el AE y el AV
provoca cambios significativos en las propiedades del yogur obteniendo un aumento
en el contenido de proteina, capacidad antioxidante viscosidad y desarrollo de
bacterias acido lacticas lo que provoca la disminucion del contenido de grasa. En todos
los casos y tras el andlisis sensorial de los productos obtenidos, estos mantienen su

sabor y aroma caracteristicos durante 21 dias de almacenamiento.

Palabras Clave: bebida lactea, aloe vera, aceite esencial, antioxidante.
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ABSTRACT

As an alternative to fermented milk drinks, in the present work a yoghurt based on
whole milk, incorporated with aloe vera (AV) and essential oil (AE) orange, materials
from underutilized resources and waste was developed. For this AV was used heat
treated at 70 ° C, after previous sensory testing in dairy matrices with AE orange,
lemon, grapefruit, tangerine, lemon verbena, mint, lemon verbena, lavender, mint and
ginger essential oil was selected orange. The ingredients of the formulation had a
marked influence on the proximal composition, physicochemical properties,
antioxidant activity, rheological parameters and service life of the samples. The
addition of AV has a positive effect on the protein content of yogurt, physico-chemical
and rheological parameters. Furthermore, addition of orange AE produces changes in
the fat content, antioxidant activity and microbiological parameters. The interaction
between the AE and the AV caused significant changes in the properties of the yogurt
obtaining an increase in protein content, antioxidant capacity and viscosity
development of lactic acid bacteria which causes decreased fat content. In all cases
and after the sensory analysis of the products obtained, they maintain their

characteristic flavor and aroma storage for 21 days.

Keywords: milk drink, aloe vera, essential oil antioxidant.
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INTRODUCCION

Las bebidas fermentadas son fuente de proteina y calcio, esencial es en la alimentacion
(Espinoza & Zapata, 2010; Martinez & Garcia, 2006). El yogur es la leche fermentada
mas popular y difundida a nivel mundial con alto valor nutritivo. De acuerdo con la
FAO (2016), el yogur es una bebida lactea coagulada por la accion de bacterias acido
lacticas responsables de fermentar la leche pasteurizada o concentrada, con o sin
aditivos lacteos. Segun lanoma NTE INEN 2395 (2012), al yogur se puede incorporar
ingredientes como hortalizas, frutas, frutos secos, preparados a base de fruta o

vegetales en trozos o enteros y no debe ser menor al 5% (p/p).

Yogures vegetales

La perfecta combinacion de yogur con verduras no afecta el desarrollo de bacterias
acido lacticas y contribuye con nutrientes de origen vegetal, que puede incrementar la
capacidad antioxidante, antiviral, antihipertensiva, entre otras. A pesar de los
beneficios que brindan los yogures vegetales, la industria restringe su elaboracién por
las bajas caracteristicas sensoriales especialmente aquellas asociadas al sabor. Sin
embargo, algunas industrias han optado por la combinacién con frutas y verduras que
enmascaren el sabor de ingredientes como: aloe vera, calabaza, remolacha y zanahoria
con mango, naranja 'y mora. (Toro, 2012; Barke, 2014). La preparacion de yogur con
extractos de hierbas, aceites esenciales y demas derivados contribuye al desarrollo de
nuevos productos con mejoradas propiedades funcionales y nutricionales. (Amirdivani
& Baba, 2011; Savvaidis & Tsiraki, 2016).

Muchas investigaciones han sido realizadas para determinar la influencia de diferentes
ingredientes en las propiedades del yogur. Por ejemplo, el efecto en las propiedades
fisicoquimicas y de flujo de la pectina y los concentrados de frutas, materia seca,
materia grasa, proteina e hidrocoloides, sales de calcio y cereales incorporados en el
yogur. Sin embargo, poca o nula informacion ha sido documentada sobre el efecto de
nuevos ingredientes como el Aloe vera y aceite esencial en las propiedades del yogur
(Aportela-Palacios, Sosa- Morales &Vélez-Ruiz, 2005).

XVi



Aloe vera

El Aloe vera o sabila es una planta perenne con hojas en forma de roseta, dentro de las
hojas se encuentra el gel transparente, cubierto con una cuticula delgada que contiene
a los conductos de aloina y en la superficie se encuentra la corteza (Row, Lovell, &
Parks, 1941). Se ha descrito en la literatura cientifica que el gel o parénquima de las
hojas posee actividad biolégica como antioxidante, efecto cicatrizante,
antimicrobiano, protector gastrico, activador del funcionamiento del sistema
inmunologico, estimulador de macréfagos, regulador de la alcalinidad el cuerpo, asi
como favorece el crecimiento de bacterias lacticas y no es toxico en el organismo

(Dominguez, Contreras, & Gonzéles, 2007).

En la actualidad, el uso industrial de aloe vera ha tenido un crecimiento del 12 % anual
en el mercado tanto como materia prima o procesado (Eshun & He, 2004; Kim, y otros,
1998; Reynolds, 1985; Ramachandra & Srinivasa, 2008), pero siempre buscando
enmascarar su sabor (Alarcon & Fernandez, 2013; Contreras, Zamudio, & Dominguez,
2003; Dominguez, y otros, 2012; Linaje, y otros, 2008; Moreno, 2012). EI sabor
astringente se debe a la presencia de aloina (antraquinona de color amarillento),
algunos catadores testifican que el aspecto baboso del gel de la sabila no es agradable
en una bebida de alli la importancia de desarrollar nuevas tecnologias que mejoren su
aceptabilidad (Sierra, 2002; Gosta, 1996).

El gel de aloe vera contiene aminoacidos, vitaminas, minerales, mucopolisacaridos,
acidos, enzimas, saponinas, taninos, heteroxidos antracénicos, esteroles y glicéridos,
(Reynolds, 2004); que son asimilables por el organismo (Reynold & Dweck, 1999) y
se degrada facilmente por oxidacion, reacciones enzimaticas y/o presencia de
microorganismos. EI método tradicional de separacion de la corteza el gel (Fig. 1) no
permite eliminar completamente la aloina y es necesario aplicar un tratamiento que
permita mantener las propiedades bioldgicas y eliminar el gusto amargo. Algunos
investigadores describen diferentes técnicas de proceso con el objetivo de esterilizar y
estabilizar el gel, a través de procesos en frio o tratamientos térmicos, sin embargo los
mejores resultados se han obtenido cuando el gel es calentado a 65 °C por periodos
menores a 15 minutos. Una mayor temperatura o tiempo prolongado reduce
considerablemente los niveles de actividad biologica (Ramachandra & Srinivasa,
2008; Dominguez, y otros, 2012; Miranda, y otros, 2010).
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Figura 1. Corte transversal y gel de aloe vera.

Aceites esenciales

Los aceites esenciales son compuestos quimicos organicos y volatiles, formados por
varias sustancias como aldehidos, cetonas, entre otras. Son responsables del aroma
caracteristico de las plantas, frutos, flores verduras, hojas que los contienen y aportan
una proteccion contra el ataque de los insectos e infecciones. La mayoria son liquidos
a temperatura ambiente y por lo general son extraidos por destilacién o por arrastre
con vapor de agua. En su composicién estan los terpenoides que son las sustancias mas
importantes de los AE y los responsables de las propiedades activas. Pueden ser
alifaticos, ciclicos o arométicos dependiendo de la composicion, lugar de origen,
medio en el que se encuentran y técnica de extraccion (Guenther & Althausen, 1952;
Bakkali, Averbeck, Averbeck, & Idaomar, 2008; Vyas, 2013; Arancibia, y col, 2013).

Los AE maés utilizados en industria de alimentos son el cilantro, la naranja y la menta,
se emplean para la elaboracion de productos carnicos, bebidas alcohdlicas, bebidas
lacteas, jugos, refrescos y confiteria. Su uso se ha extendido debido al interés del
consumidor en productos naturales que sustituyan a las sustancias quimicas utilizadas
como saborizantes o colorantes, debido a las controversias asociadas al uso de aditivos
sintéticos. Las dosis que se emplean son similares a los conservantes sintéticos, sin
embargo, alin no esta totalmente claro el mecanismo de accién de los AE, ni sus efectos
sensoriales en alimentos (Lopez-Malo, Palou, Ledn-Cruz, & Alzamora, 2005; Schelz,
Molnar, & Hohmann, 2006; Fisher & Philips, 2008).
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Aceite esencial de naranja

La cascara de naranja, un residuo de la agroindustria, contiene alrededor de 1,5% (p/p)
de aceite esencial y pueden ser extraidos de las hojas, tallos, flores y residuos de la
fruta. El limoneno es el componente mayoritario del AE de naranja (90-95%), y
presenta actividad repelente de insectos, antimicrobiana, antifingica, antiviral, entre
otras (Fisher & Phillips, 2006; Stefanello, y otros, 2008; Milind & Dev, 2012; Ruiz &
Flotats, 2014).

CH;

H " YCH;

Figura 2. Estructura quimica del limoneno, compuesto activo mayoritario del aceite esencial de naranja.
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CAPITULO |
EL PROBLEMA

1.1. Tema

Desarrollo de una bebida l&ctea fermentada con la incorporacion de aloe vera y aceites

esenciales

1.2. Justificacion

En Ecuador, el aloe vera se cultiva artesanal y comercialmente, es relativamente barato
y puede ser empleado como materia prima en varios productos alimenticios. Si bien,
gran parte de la produccion se exporta como gel o polvo de aloe vera como materia
prima para su uso en industrias como la de cosméticos, farmacéuticas y alimentarias.
La industria alimentaria aprovecha el valor nutritivo y los compuestos biolégicamente
activos del aloe para el desarrollo de nuevos productos. Se sabe que el aloe vera
presenta propiedades beneficiosas como capacidad antioxidante, antibiotica,
fungicida, agente regenerativo, entre otras. En Ecuador el consumo de aloe vera,
también llamado sabila, se ha limitado a incluirlo en infusiones preparadas por
comerciantes minoristas y a aplicarla de forma externa a manera de tépico en productos
cosméticos y de aseo. Sin embargo, una de las grandes limitaciones que presenta esta
materia prima y que ha repercutido en su comercializacion a gran escala, es su
caracteristico sabor astringente. El desarrollo de productos con este ingrediente, debera
tener en cuenta aspectos sensoriales y la tecnologia necesaria para enmascarar o
disminuir esta cualidad. En este sentido, los saborizantes naturales como los aceites
esenciales (AE), pueden ser una alternativa eficaz. Los beneficios positivos de los AE
han tomado gran importancia en la industria alimentaria ya que a mas de ser
saborizantes y aromatizantes naturales pueden ejercen una actividad antioxidante y
antibidtica, dependiendo de su tipo, origen, etc. Estos ingredientes pueden ser
utilizados para la elaboracion de yogur. Ecuador produce diariamente alrededor de
57300.000 litros de leche que abastecen la demanda local, con un excedente de 250.000

litros. A pesar de ello, la produccion de yogur en el pais es escasa.



Las leches fermentadas con adicion de aloe vera en lugar de fruta; o a la vez como
sustrato en el crecimiento de bacterias lacticas han tomado auge en algunos paises
como alimentos funcionales por el bienestar reflejado en los organismos que lo
ingieren en su dieta normal. En éste sentido la presente investigacion no solo permitira
desarrollar una nueva metodologia para la obtencion de un producto con caracteristicas
sensoriales aceptables por los consumidores a base de yogur, con la incorporacion de
aloe vera y saborizado con aceites esenciales; sino también se incentivara el consumo

de alimentos mas naturales en la poblacion.

1.3.  Objetivos

1.3.1. General

Desarrollar un prototipo de bebida lactea fermentada, yogur, con la incorporacion de

aloe vera y aceites esenciales.

1.3.2. Especificos

o Proponer una metodologia para remover el sabor astringente y mejorar la
textura del aloe vera.

o Identificar el aceite esencial ideal para ser incorporado en el yogur,
considerando aspectos sensoriales.

o Establecer la concentracion adecuada del aceite esencial en el yogur,
considerando aspectos sensoriales.

o Determinar las propiedades fisicoquimicas, antioxidantes, reolégicas y
sensoriales del producto terminado.

o Calcular el tiempo de vida util de del producto terminado.



CAPITULO 11
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes investigativos

En los ultimos afios, la preocupacion del consumidor sobre los alimentos que ingiere,
su calidad, su origen y los posibles efectos que podrian tener sobre la salud, ha ido en
aumento. Los cambios en los habitos alimentarios hacen que hoy en dia la poblacion
busque alimentos naturales minimamente procesados, con mayor vida Util y ademas
que sean nutritivos o generen algin efecto benéfico para el organismo. En este
contexto algunos estudios indican que el consumo de alimentos probidticos esta
intimamente relacionado con beneficios a la salud, a través de mantener un correcto
“balance” en la poblacién microbiana intestinal. Los microorganismos asociados con
este balance son los lactobacilos y las bifidobacterias. Las bacterias lacticas son las
responsables de facilitar la digestion, desdoblar la lactosa, mejorar la asimilacion de
proteinas, carbohidratos vitaminas y minerales, ademas de ser ampliamente utilizadas
en nuevos productos y/o como conservante de los alimentos. Una de las fuentes de
estos microorganismos es el yogur, que ha sido ampliamente considerado por los
consumidores como un producto “saludable”. De alli que muchas formulaciones de
yogur contemplan una combinacion de fuentes de nutrientes de origen animal y vegetal
para incrementar el crecimiento de bacterias &cido lacticas sean 0 no probi6ticas. Sin
embargo, la incorporacion de nuevos ingredientes durante la elaboracién de yogur
implica que se mantengan o mejoren las propiedades fisicoquimicas, sensoriales,
nutricionales y de flujo del yogur (Gustaw, Kordowska-Wiater, & Koziot, 2011). Un
ejemplo de lo anterior fue propuesto por Sah, Vasiljevic, McKechnie, & Donkor
(2016), que al elaborar un yogur en estado simbiético con leche y polvo de la cascara
de pifia aumentd significativamente la acidez y presenté menor firmeza. Ramaswamy
y Basak (1992), determinaron que un yogur comercial con incorporacién de
concentrado de mora presenta menor estabilidad en el médulo de almacenamiento y
de perdida en relacion a un yogur con pectina. Jamali, Marhamatizadeh, Yakarim,
Kargar, & Rahmanian (2014) y He, (2005) afirman que el aloe vera (AV) es un buen

sustrato para el crecimiento de bacterias lacticas probioticas en comparacion con otros
3



sustratos como la soja, la malta o la miel, estudiados en otras investigaciones. Segun
éstos estudios la cantidad més adecuada de AV es del 15 % (p/p), con éste porcentaje
se obtuvieron mejores caracteristicas sensoriales, fisicoquimicas y reoldgicas en
comparacion con el yogur natural (Hernandez & Romagosa, 2001; Gustaw,
Kordowska-Wiater, & Koziot, 2011 y Trejo, 2014). Los yogures con AV 0 extractos
vegetales ayudan a la asimilacion de las proteinas, mejoran el proceso de digestion y
no es toxico para el organismo (Vega, 2005; Barrantes, Tamime, Muir, & Sword, 1994;
Mariken, Arts, Guido, & Haenen, 2002; Papadimitriou C., y otros, 2007; Ramchandran
& Shah, 2010).

A méas de los ingredientes descritos anteriormente, muchos de los yogures
comercializados utilizan saborizantes naturales o sintéticos, en este sentido los aceites
esenciales (AE) son una alternativa natural que ha mas de conferir sabor presenta
actividad bioldgica, antioxidante, antibacteriana, antimicotica, antiviral, entre otras.
Aceites esenciales como tomillo, orégano, naranja, limoén, pomelo, laurel, clavo,
cilantro, canela y pimienta de Jamaica son capaces de inhibir bacterias patdgenas como
Salmonella spp. y Listeria monocytogenes (Deans & Ritchie, 1987; Ruiz & Flotats,
2014; Shelef, 1983). Algunos estudios registran que al utilizar AE en combinacion
con otras sustancias, como la nisina o la lisozima han logrado la inactivacion de varios
patdgenos que conservantes sintéticos no pueden alcanzar (Bajpai, Yoon, Bhardwaj,
& Kang, 2014; Pol & Smid, 1999; Cutter & Siragusa, 1995; Karatzas, Bennik, Smid,
& Kets, 2000; Blaszyk & Holley, 1998). EI AE de naranja presenta actividad frente a
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas a concentraciones de 0,5% (v/v);
(Prabuseenivasan, Jayakumar, & Ignacimuthu, 2006), el AE de naranja acta mediante
un mecanismo de hidrofobicidad, donde rompe las membranas celulares de las
bacterias perturbando su estructura celular haciéndolas permeables y dafiando la
mitocondria (Knobloch, Weigand, Weis, Schwarm, & Vigenschow, 1986; Rivera,
2015; Sikkema, De Bont, & Poolman, 1994).



2.2.  Hipotesis
2.2.1. Hipotesis nula

Ho: El Aloe vera y el aceite esencial de naranja como ingredientes no influyen en la

calidad del yogur.
2.2.2. Hipotesis alternativa

H1: El Aloe vera y aceite esencial de naranja como ingredientes influyen en la calidad

del yogur.

2.3.  Sefialamiento de variables de la hipdtesis

2.3.1. Variables independientes
Aloe vera

Aceite esencial de naranja

2.3.2. Variables dependientes
Aceptabilidad

Vida de anaquel



CAPITULO 111
MATERIAL Y METODOS

3.1.Materia prima

Para la elaboracion de la bebida lactea se trabajo con hojas de aloe vera (AV)
cultivadas de manera artesanal y con leche entera de vaca, ingredientes procedentes
del canton Pelileo. El aceite esencial de naranja fue obtenida de la empresa
Isabrubotanik S.A (Ambato-Ecuador).

3.1.1. Preparacion del aloe vera.

Inmediatamente después de la cosecha del AV se lavo la corteza con abundante agua
y se empled el método tradicional de separacion de corteza, que consistié en separar
las espinas y las capas de piel con un cuchillo evitando en lo posible el contacto con el
gel (Fig. 4), los trozos de AV se cortaron alrededor de 5 mm?®y se sumergieron en agua
para evitar la oxidacion; posteriormente se sometio a calentamiento a 50 °C por 10 min
con agua en relacion 1:2 (p/v). Trascurrido este tiempo fue lavado a temperatura
ambiente y se repitio el proceso por cuadriplicado hasta eliminar aspecto “baboso”.
Los trozos de AV se almacenaron a una temperatura de 5-8 °C para posteriormente ser

incorporados en la leche previo un tratamiento de escaldado a 70 °C por 5 minutos

(Fig. 3).

Lavado Separado
e )
Tratamiento
Troceado Térmico Enfriado Escaldado

Figura 3. Proceso de tratamiento para el gel de Aloe vera.



3.1.1.1. Textura

Con el fin de evaluar el efecto del tratamiento térmico en la estructura y textura del gel
de AV, se determin0 el perfil de textura en la muestra fresca y aquella sometida a un
tratamiento térmico (50 °C). Para el ensayo se utilizé un Texturometro CT3 (Texture
analyzer, Middleboro, EE.UU.), con una sonda TA.39, elemento TA-BT K1, caida de
carga de 10 Kg y a una velocidad de 2 mm/s. Para mantener fija la muestra se adaptd
una tuerca métrica hexagonal de 10 mm (Fig. 4). Los resultados son el promedio de

tres ensayos diferentes cada uno con al menos diez determinaciones.

Figura 4. Equipo utilizado y adaptaciones realizadas para determinar el perfil de textura del Aloe vera

antes y después del tratamiento térmico.

3.1.2. Seleccion del aceite esencial

Para seleccionar el AE mas adecuado como saborizante y aromatizante del yogur se
realizd una prueba sensorial con un panel de 15 catadores semi-entrenados, que
probaron las muestras siguiendo los procedimientos descritos por la norma UNE. Los
catadores fueron entrenados con AE disueltos en agua y yogur comercial durante dos
sesiones para familiarizarlos con los descriptores y sus definiciones asi como también
con la escala a utilizar. Los AE (0,1% v/v) fueron incorporados en el yogur natural
utilizando polisorbato 20 (1% v/v) (Tween 20) como agente emulsificante. Los
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panelistas evaluaron el sabor, aroma y aceptabilidad del yogur con AE de naranja,
limoén, toronja, mandarina, cedron, hierba buena, hierba luisa, lavanda, menta y
jengibre respectivamente, de acuerdo a una escala hedonica de 0 a 5, donde 0 = no me

gusta, lo peor que he probado y 5 = me gusta mucho, lo mejor que he probado.

Para determinar la concentracion adecuada del AE (0,1%, 0,05% y 0,025%) en el
yogur se emplearon los AE que obtuvieron la mayor calificacion en sabor y
aceptabilidad (toronja, naranja y limon). Las muestras, asi preparadas, fueron

evaluadas por los 15 catadores semientrenados segun se describio anteriormente.

3.1.3. Elaboracion del yogur

Para la elaboracion del yogur se utilizé leche, azlcar al 10% p/v y gelatina 0,2% p/v.
La mezcla fue sometida a pasteurizaciéon (85 °C, 15 minutos), inmediatamente se
realiz6 un choque térmico con agua a temperatura ambiente 20 °C) hasta que la
leche alcanz6 40 °C, temperatura Optima para el desarrollo de bacterias lacticas.
Répidamente se adiciond el cultivo lactico (Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus delbrueckii subsp. CHR Hansen YF-L811) a una concentraciéon de
0,03% (p/v) y se incubd en una incubadora Inducel (V22 Estandar, Rusia) a 40 °C
durante 4-5 horas 0 hasta alcanzar un pH de+4,5. Una vez trascurrido éste tiempo el

yogur fue cortado y enfriado a 5-8 °C. Este yogur fue utilizado como muestra control
(Fig. 5).

Incubacion Refrigeracion Adicion del AE

Figura 5: Proceso de elaboracion de yogur, yogur con aloe vera (AV) y aceite esencial de naranja (AE).
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El yogur con AV se elaboré siguiendo el procedimiento anterior pero incorporando
junto con el cultivo los trozos de AV en una proporcion de 15% (p/v). Asimismo, el
yogur con AE de naranja fue elaborado siguiendo la metodologia descrita
anteriormente, a una concentracion 0,025% (v/v) de AE. En todos los casos el AE fue

incorporado una vez detenida la fermentacion lactica (Fig.5).

3.2.Analisis bromatologico

3.2.1. Proteina

El contenido de proteina se determino de acuerdo a la metodologia descrita en la norma
AOAC (2002), para lo cual se pesaron 3 g de muestra y se afiadieron 2 tabletas
Kjendahl y 15 ml de H2SOs. La muestra se llevo a ebullicion por 1 h hasta dar lugar al
cambio de color de marrén a verde esmeralda. Posteriormente, la muestra se enfrié y
se adicionaron 70 ml de agua destilada; una vez fria la muestra se afiadieron 50 ml de
NaOH 40% (p/v), el contenido se introdujo en el destilador de proteina Vapodest
Gerhardt (TT625, Espafia) junto con 30 ml de HBO3s 1N contenido en un matraz para
ser filtrado. El filtrado contenido se titulé con HCI 0,21001N hasta un cambio de color

arosa (Fig. 6). El contenido de proteina se calculé mediante la siguiente ecuacion:

(Vs—VpB)xNx14,01

(Wx10) Ec. 1

% Nitrogeno =

Donde:

14,01=es el factor de conversion de nitrégeno a proteina
Vs= volumen de la muestra

Ve=volumen del blanco (0,1ml)

N= normalidad del HCI

W= peso de la muestra



Cambio de
coloracién

l Enftiado ’ { Filtrado

Titulacion Cambio de
coloracion

Figura 6: Proceso seguido en la determinacién del contenido de proteina en las muestras de yogur.

3.2.2. Contenido Grasa

El contenido de grasa se determiné por duplicado segun la norma AOAC (2002), para
ello se homogeniz6 2 a 3 g de muestra en 100 ml de HCI 3N 'y se calentd. Se filtré la
fase organiza exento de grasa con ayudad de un papel filtro y el residuo se seco en
una estufa por 5 minutos a 100 °C. El papel filtro junto con la muestra se insert6 en
los dedales del extractor de grasa Selecta (DEFGRAS; Espafia) y se evaporé a 125°C
por 40 minutos. Finalmente se lavo con hexano durante 1 hora (Fig. 7). El contenido

de grasa se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

% Grasa cruda = %xwo Ec. 2
1

Donde:
W.= peso muestra + vaso (g)
W= pero de la muestra (g)

Wo= peso vaso vacio (g)
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Ebullicién Filtrado

Adicion Ebullicion
Figura 7: Proceso de determinacién del contenido de grasa en las muestras de yogur.

3.2.3. Contenido de cenizas

El contenido de ceniza se determino por duplicado segun la norma AOAC (2002). Para
lo cual, se pesaron 5 g de muestra y se calentd a 375 °C hasta que la muestra se calcind.
Inmediatamente se llevo a una mufla (Barnstead Termolyne F6010; Espafia) a 535 °C
por 7 horas (Fig. 8). Para determinar el contenido de ceniza se empled la siguiente

ecuacion:

% Cenizas = % £ 100 Ec3
1—WWo

Donde:
W= peso muestra + vaso (g)
W= pero de la muestra (g)

Wo= peso vaso vacio (g)

Calcinacion Incineracion Enfriado
% / \ /\ /

7N\ / .
- ~ —~ -~ £

Figura 8: Proceso utilizado en la determinacién del contenido de cenizas en las muestras de yogur.

11



3.2.4. Contenido de agua

El contenido de humedad se determin mediante la norma AOAC (2002). Para lo cual
se pesaron en una capsula con tapa, 2 g de muestra y 1 gota de agua destilada y se
Ilevd a una estufa de vacio (Yamato ADP31; Espafia) a 100 °C £ 1 °C por 4 horas.
Inmediatamente después de sacar las muestras se enfriaron en un desecador a 30 °C
por 1 hora (Fig. 9). Para determinar el contenido de humedad se emple0 la siguiente
ecuacion:

(W —Wy)

Ec. 4
(W1 -Wp) ¢

% Humedad = 100 *

Donde:

W= peso muestra + vaso (g)
W= pero de la muestra (g)
Wo= peso vaso vacio (g)

Adicion | " Evaporado

Enfriado Pesado

Figura 9: Determinacion del contenido de humedad en las muestras de yogur.

Todos los analisis bromatoldgicos se realizaron en el Laboratorio de Control y Analisis
de Alimentos (LACONAL), Ambato-Ecuador.
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3.3.Propiedades reologicas.

El andlisis viscoelastico se llevo a cabo a 20 °C empleando un redmetro (Anton Paar,
MCR 302, Ashland-EE.UU) (Fig. 10), con una geometria de paletas (gab, 0,2 mm). Se
realizé un barrido de frecuencias con una amplitud de oscilacion 0,1% y un intervalo
de 0,1 — 10 Hz. El modulo eléstico (G”, Pa) y el modulo viscoso (G”, Pa) se trazaron
en funcién de la frecuencia. Ademas se calculd el angulo de fase (8) a partir de la

siguiente ecuacion:

tand = — Ec.5

N AN AN J

Figura 10. Determinacion de las propiedades reolégicas de las muestras de yogur.

3.4.Actividad antioxidante del yogur.

Para determinar la actividad antioxidante se utilizd un equipo de
fotoquimioluminiscencia (Photochem, Analytik-Jenna, Alemania). Las muestras
fueron evaluadas en medio lipidico con Trolox (Fig. 11). La técnica combina la
generacion de radicales a través de la excitacion fotoquimica con luminométrica
altamente sensible a través de la reaccion del radical con luminol para hacer medible
la emision de luz. Las muestras (100 ul), se diluyeron con tampones prefabricados
(kits estandarizados) y se inyectaron en el dispositivo. El relativo de capacidad
antioxidante se determind por triplicado y por comparaciéon con un blanco
estandarizado (sin antioxidantes) y un estandar proporcionado con el kit. El ensayo se
Ilevé a cabo en los laboratorios de Petroquimica de la Universidad de las Fuerzas
Armadas, ESPEL, Latacunga.
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Figura 11. Equipo de fotoquimioluminiscencia utilizado para el analisis de actividad antioxidante de
las muestras de yogur.

3.5.Vida de anaquel

3.5.1. Determinacion del pH

El pH se determind en 20 ml de muestra a temperatura ambiente, utilizando un pH-
metro (Thermo Scientific Orion VersaStar, EE.UU). Las medidas se realizaron por
triplicado.

3.5.2. Determinacién de la acidez titulable

La acidez titulable se determin6 mediante la técnica oficial de AOAC (1999),
homogenizando 9 ml de muestra en 1 ml de agua y 3 gotas de fenolftaleina, se tituld
con NaOH 0,1 N, hasta el cambio de color a rosa. La acidez se determiné aplicando

la siguiente ecuacion:

gasto de NaOH*0,1N+90 *

% Acidez titulable = 1000

100 Ec.6

3.5.3. Analisis Microbiologicos

Para determinar el contenido microbiano de las muestras de yogur, se peso
asépticamente 10 g de bebida lactea y se trasfirio a bolsas estériles con 90 ml de agua
de peptona 0,1%. Las muestras se agitaron vigorosamente durante 1 minuto en un

homogeneizador Stomacher (400 Circulator, Seward, Abganistan). Posteriormente se
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emplearon placas de agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe) con la técnica de recuento en
placa para bacterias acido lacticas, que se incubaron a 37 °C durante 48 h. Para
coliformes totales se empled el medio VRBG (Violeta Rojo Bilis Glucosa) con la
técnica vertido en placa, que se incubaron por 24 h a 37 °C. Con la misma técnica se
uso el medio PDA (Agar Papa Dextrosa) para recuento de mohos y levaduras que se
incubaron a 20 °C por 48 h. Mientras que para Escherichia coli se utilizaron placas
petrifilm (3M® Petrifilm®, USA), incubadas por 24 h a 37 °C (Fig. 12). Los recuentos
se expresaron como unidades formadoras de colonias por ml (UFC/ml), segun lo
establece la norma (NTEINEN, 2395:2012).

Figura 12. Medios empleados para el andlisis microbioldgico de las muestras de yogur: a) medio
VRBG-Enterobacterias, b) medio PDA-Mohos y Levaduras, ¢) medio MRS-bacterias lacticas.

3.5.4. Nariz Electronica

En un vial se colocaron 5 g de muestra de yogur. Posteriormente el vial fue cerrado
herméticamente e incubado a 60 °C durante 3 min (Fig. 13). Una vez transcurrido este
tiempo, se inyect6 la muestra (fase volatil) en el detector (1 ul) del equipo de nariz
electronica  (FlavourSpec®. Gaschromatograph-lon  Mobility — Spectrometer,
Dortmund, Alemania). EL gas portador utilizado fue nitrdgeno. Los resultados fueron
comparados entre muestras para identificar cambios durante el periodo de
almacenamiento. Los ensayos se realizaron por triplicado. El ensayo se llevo a cabo
en los laboratorios de Petroquimica de la Universidad de las Fuerzas Armadas, ESPEL,

Latacunga.
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Figura 13. Ensayo de las muestras de yogur en nariz electrénica.

3.5.5. Evaluacién sensorial

Para juzgar los cambios a nivel sensorial durante el periodo de almacenamiento, las
muestras fueron evaluadas por un panel semientrenado de 10 personas. Los panelistas
evaluaron el aroma, sabor y aceptabilidad de acuerdo a la escala heddnica de 0 a 5,
donde 0 = no me gusta, lo peor que he probado y 5 = me gusta mucho, lo mejor que
he probado (UNE87 006 92), cada 7 dias, durante los 21 dias de almacenamiento (Fig.
14).

Figura 14: Evaluacion sensorial de las muestras de yogur.

3.6.Disefo experimental

El presente trabajo comprendi6 dos secciones experimentales. En la primera seccion,
a partir de la evaluacion sensorial en sabor, aroma y aceptabilidad, se seleccionaron 3
aceites esenciales de un total de 10. Para ello se utilizd un disefio de bloques
incompletos con t (tratamientos) = 10, K (tratamientos a evaluarse por catador) =4, b
(catadores) = 15, r (catadores por muestras)= 6, A(repeticiones) = 2, segln lo descrito
por Cochran (1978). Mientras que para la segunda parte se utiliz6 un disefio
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experimental factorial (3%), cuyos factores fueron: aceites esenciales (naranja, toronja,
limén), previamente seleccionados, a tres diferentes concentraciones 0,1%, 0,8% y
0,6% Vv/v.

3.7.Analisis estadistico

Los datos obtenidos se muestran con la media + desviacién estandar y analisis de
varianza (ANOVA) de uno o dos factores de acuerdo a los experimentos. Cuando se
detectaron diferencias significativas en los resultados se realizé un analisis de
comparacion maltiple mediante el test de Tuckey. Las diferencias se consideraron
significativas al 95% de confianza. Para el analisis estadistico se emplearon los
programas EXCEL®, SPSS® y GraphPad Prism®.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Textura

El perfil de textura no presento diferencias significativas en las muestras del gel de AV
antes y después de aplicar el tratamiento térmico (P > 0,05) Tabla 1. Sin embargo, la
fuerza aplicada durante la puncién fue mayor en las muestras tratadas térmicamente
que aquellas sin tratamiento térmico. Este hecho puede estar asociado con la formacion
de una estructura comprimida en el tejido parenquimal formado principalmente por
polisacaridos localizados entre la pared celular como pectina, celulosa, hemicelulosa,
que proveen rigidez a la pared celular después del tratamiento térmico (Miranda,
2010). Los autores obtuvieron valores de dureza de ~1,7 N tras un proceso de secado
70 °C mientras que la muestra que no fue sometida al tratamiento present6 un valor de
0,50 N. Resultados similares fueron obtenidos en el presente trabajo en donde la
muestra sin tratamiento térmico presentd una dureza inferior a la obtenida en el gel
tratado térmicamente (Tabla 1). Ramachandra & Srinivasa (2008); Miranda, y otros
(2010) y Dominguez y otros (2012) indicaron que a temperaturas bajas, menores a 75
°C, no existen alteraciones del AV a nivel estructural y se mantienen las propiedades
bioactivas; mientras que a temperaturas altas y tiempos prolongados, la estructura se
altera visiblemente. Cuando se desprende la corteza la textura de los vegetales se ve
afectada y aln mas cuando se aplica calor (Aguilar, Reyes, De la Garza, & Contreras,
1999). En la figura 15, se puede observar que tras pruebas previas y una vez
transcurrido un tiempo mayor a los 5 minutos a 70 °C o una temperatura superior, la
estructura del AV sufre cambios en su aspecto, se obtiene a manera de un liquido
viscoso y cambia su coloracion a rosa palido. El tratamiento térmico adecuado a més
de favorecer la textura del aloe vera, permite eliminar la carga microbiana (Miranda,
Maureira, Rodriguez, & Vega, 2009; Ramachandra & Srinivasa, 2008).
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Tabla 1. Pardametros de textura del aloe vera sin y con tratamiento térmico (STty CTt
respectivamente).

Pardmetros Unidad STt CTt

Dureza N 1,66 £ 0,91a 2,36 +1,19a
Trabajo % 2,70 £ 1,47a 3,55+ 1,99a
Deformacion Mm 2,99 +0,01a 2,99 + 0,00a
Adhesividad mJ 1,49 + 1,39 1,19 + 1,30a
Resiliencia mJ/mm?3 0,02 +0,01a 0,02 + 0,02a
Firmeza N 0,14 £0,12a 0,22 £ 0,15a
Masticabilidad mJ 0,14 £0,19a 0,32 £0,22a
Elasticidad mm 0,77 £0,38a 0,55+ 0,41a

Los resultados son la media + desviacion estandar.
Diferentes letras a, b; indican diferencias significativas entre muestras.

Figura 15. Efecto del tratamiento térmico a 80 °C, 70 °C, 60 °C durante 10 minutos en aloe vera.

La masticabilidad aumentd ligeramente mientras que la adhesividad disminuyé (Tabla
1). Este hecho puede estar relacionado con una menor solubilizacién de los
compuestos, obteniéndose tejidos firmes y menos adhesivos, producto del tratamiento
térmico. Por otro lado, este proceso puede ser atribuido a la disminucién del contenido
de mucopolisacaridos, responsables de una mayor adhesividad, por el tratamiento
térmico (Chang et al., 2006). La activacion de la enzima pectinesterasa a temperaturas
menores a 75 °C, que ocasiona una serie de cambios bioquimicos y forma estructuras
moleculares insolubles de acuerdo a la solucion en la que se encuentre (Reeve, 1977;
Aguilar, Reyes, De la Garza, & Contreras, 1999; Espinoza, Baca, Natera, & Alonso,
2006). También puede estar atribuido a que el gel de AV tiene minerales como el calcio
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que conjuntamente con los mucopolisacaridos forman sales insolubles cuando se

aplica calor (Cadena, 2015).

4.2. Eleccién del aceite esencial

Los resultados de analisis sensorial indican que existen diferencias significativas (P <
0,05) entre los 10 aceites esenciales. Los AE citricos presentaron mayor aceptabilidad
sabor y aroma, sin embargo, las muestras que obtuvieron las mayores puntuaciones
fueron aquellas que contenian aceite esencial de limén, toronja y/o naranja (Fig. 16 y
17).

A medida disminuye la concentracion del AE aumenta la puntuacion en los
parametros sensoriales de sabor y aceptabilidad. EI AE de naranja a una concentracion
de 0,025% v/v fue el preferido con un valor de 4,5 (P < 0,05) (Fig. 17). La
concentracion de AE empleada en el yogur fue minima, inferior a los saborizantes y
aromatizantes sintéticos utilizados (0,5 %). Ramos & Zabaleta (2013) corroboraron
los resultados anteriores ya que tras incorporar 0,01% v/v de AE de Jamaica en un
yogur comercial, los resultados de la evaluacion sensorial fueron mayores que tras
utilizar altas concentraciones. Los autores recomiendan emplear AE en bajas

concentraciones para obtener mayor aceptabilidad sensorial.

Cedron
4,0
Hierba luisa Lavanda
3,0 Sabor
2,0
Menta 10 Jengibre
, Olor
0,0
Naranja Limon Aceptabilidad
. Hierba
Toronja
Buena
Mandarina

Figura 16. Resultados del analisis sensorial de yogur con AE de lavanda, menta, jengibre, limon, hierba
buena, mandarina, toronja, hierba luisa, naranja y cedron.
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Figura 17. Resultados del anlisis sensorial de una matriz Iactea con tres aceites esenciales (L, limén;
T, toronja; N, naranja) a tres concentraciones (10, 0,1%; 5, 0,05% y 2.5, 0,025% v/v).

4.3.  Andlisis fisicoquimicos

La composicion proximal varié de acuerdo a los ingredientes empleados. El contenido
de grasa aument6 en las muestras con AE de naranja, mientras que en muestras con
AV disminuy6 (P < 0,05). EI andlisis proximal identifica compuestos quimicos con
caracteristicas semejantes, una de ellas es el ser solubles en el solvente utilizado
(solubilidad del AE en el hexano utilizado para la determinacion de grasa), y no
establece si es una grasa verdadera o el tipo de lipido; esto explicaria el aumento del
contenido de grasa en las muestras con AE (Tabla 2, Fig. 18). En las muestras con AV
el contenido de grasa disminuye ligeramente por el porcentaje utilizado en la
elaboracion del yogur (15% p/v). EI AV presenta péptidos, enzimas, minerales,
vitaminas y mucopolisacaridos casi en su totalidad, pero no contiene materia grasa
(Trejo, 2014).

El contenido de proteina y ceniza del yogur aumento al incorporar el AV sin embargo
la incorporacién del AE no provoco un aumento significativo (Tabla 2, Fig. 18). Este
hecho puede estar asociado a la presencia de grupos carboxilos del AV que
interaccionan con los minerales de la leche, especificamente el calcio y magnesio, que
forman sales insolubles (Reeve, 1977; Aguilar, Reyes, De la Garza, & Contreras, 1999;

Espinoza, Baca, Natera, & Alonso, 2006; Cadena, 2015). Resultados similares fueron
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observados por Trejo (2014) y Estrada (2009) al emplear entre 10-20% (v/v) de jugo

de AV en la leche despues de la pasteurizacion. El contenido de carbohidratos aumento

tras la incorporacion del 15% p/v de AV (Fig. 18). Los resultados fisicoquimicos de

las muestras, estan dentro de lo que establece la norma ecuatoriana (NTE-INEN,

2395:2012) y no presentan diferencias significativas entre muestras (P < 0,05).

Tabla 2. Resultados del analisis proximal en las muestras de yogur (control), yogur
con aceite esencial (AE), yogur con aloe vera (AV) y yogur con aceite esencial y aloe

vera (AVAE).

Parametro
(%)

Proteina
Grasa
Cenizas
Humedad

Carbohidratos

Control

3,59 £ 0,042
3,53+ 0,12b
0,74+ 0,01c
87,7+ 0,06d

4,40 +0,13c

AE

3,53 £0,02a
3,79 £ 0,06b
0,75+ 0,01c
87,3+ 0,06d

4,62 +0,13c

AV

4,21 +0,02a
3,26 £0,01b
0,85 + 0,00c
79,7+ 0,01d

11,98 + 0,03d

AVAE

4,20 £ 0,06a
3,43+0,11b
0,85+ 0,01c
79,3+ 0,08d

12,15+ 0,02d

Los resultados, expresados como base seca, son la media + desviacidn estandar.

Diferentes letras a, b, ¢, d indican diferencias significativas entre muestras.

12 = Control L
AE
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X g- AVAE
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©
-
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° _ -
o - - - -—
o 3+
0 T T l. T
proteina grasa ceniza carbohidratos

Parametro

INEN
2395

2,7

2,5

Figura 18. Resultados del analisis proximal en las muestras de yogur (control), yogur con aceite
esencial (AE), yogur con aloe vera (AV) y yogur con aceite esencial y aloe vera (AVAE).
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4.4.  Propiedades reoldgicas de las muestras de yogur

Todas las muestras presentaron un comportamiento tipico viscoeléstico donde G" > G”
(Fig. 19 y 20). El yogur generalmente presenta un comportamiento viscoelastico (De
Lorenzi, Pricl, & Torriano, 1995). En la Figura 19 y 20 se representan los perfiles de
las muestras en términos de G” y G” en funcion de la frecuencia angular (rad/s),
respectivamente. En todos los casos, el mddulo eléstico (G”) y viscoso (G”) aumentod
conforme se incremento la frecuencia angular. EI yogur con AV presentd los valores
mas altos en G” y G” a lo largo del intervalo de frecuencia, respecto a las otras
muestras. En G’ se encontraron diferencias significativas (P < 0,05) en todas las
muestras, mientras que para G” no se encontraron diferencias significativas entre la
muestra control y aquella que contiene AE (P > 0,05). La incorporacion de aloe vera
incrementa la elasticidad de las muestras. Las propiedades reoldgicas dependen del
contenido de sélidos totales, particularmente del contenido y tipo de proteina. Con el
incremento en sélidos como el AV, la tendencia del yogur para aumentar en G" y G”
es evidente, este hecho por ende disminuye la capacidad de deformacion en el gel de
yogur. La fuerza de los enlaces proteina-proteina, el nimero de enlaces por seccion
transversal de la cadena proteica y la orientacion de las hebras en la matriz contribuyen
a la propiedades de gel en el yogur (Zare y col., 2011). Con base a lo anterior, la
incorporacion de aloe vera favorece la formacion de geles mas fuertes. Todo lo
contrario sucedio con el AE que provoca una disminucion de estos parametros en las
muestras que lo contienen, probablemente asociado a una interferencia del AE con las
micelas de caseina dando como resultado un codgulo menos firme (Hassan, Frank,
Schmidt & Shalabi, 1996).

La Tabla 3 presenta los parametros viscoelasticos derivados de los perfiles mecanicos
calculados después de aplicar la Ley de Casson. El nesta relacionado con la
estabilidad de la muestra y la estructura; cuanto mayor sea el valor de n” mayor sera
la inestabilidad de la muestra frente a los cambios de frecuencia y al aumento de la
fase dispersa (trozos de AV). Los valores de n” también puede verse influenciados
por lacomposicion de la leche, el contenido de materia seca, cantidad de cepas usadas,
temperatura, tiempo de fermentacion y numero de micelas de caseina (Fuentes &
Yafez, 2001).
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Figura 19. Dependencia del médulo elastico (G, Pa) con la frecuencia (rad/s) para las muestras: control

(yogur natural), AV (yogur con aloe vera), AE (yogur con aceite esencial de naranja) y AVAE (yogur
con aloe vera y aceite esencial de naranja).
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Figura 20. Dependencia del modulo viscoso (G”, Pa), con la frecuencia (rad/s) para las muestras:

control (yogur natural), AV (yogur con aloe vera), AE (yogur con aceite esencial de naranja) y AVAE
(yogur con aloe vera y aceite esencial de naranja).
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Tabla 3. Parametros viscoelasticos de las muestras del yogur control (yogur natural),
AV (yogur con aloe vera), AE (yogur con aceite esencial de naranja) y AVAE (yogur
con aloe vera y aceite esencial de naranja).

z (1]

n n
Control 0,34 a 0,78 a
AE 0,31a 0,69 a
AV 0,80 b 1,47 b
AVAE 0,50c 1,06 c

Los resultados son la media + desviacion estandar.
Diferentes letras a, b, ¢ indican diferencias significativas entre muestras.

La Figura 21 muestra los valores del &ngulo de fase (8) para cada una de los yogures.
El &ngulo de fase esta asociado con la viscoelasticidad de la muestra. Un valor bajo de
d indica que el gel tiene un caracter mas elastico (mas del tipo sélido). Los valores
obtenidos para las diferentes muestras son similares, esto indicaria que el yogur con
AE tiene caracteristicas viscoelasticas similares a las del control (P > 0,05). Por otro
lado, tras la incorporacion de aloe vera, en el yogur AV y AVAE el valor de 3 aumenta
ligeramente, si bien se mantiene el caracter elastico, los enlaces involucrados en la
formacion de la estructura del gel han sufrido cambios significativos respecto al
control (P < 0,05). La interaccion entre el AE y el AV no tiene un efecto significativo
respecto al yogur con AV. Este hecho indica que el aloe vera es responsable de la

mayoria de los cambios en las propiedades reoldgicas.
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Figura 21. Angulo de fase obtenido para las muestras de yogur (control), yogur con aceite esencial de
naranja (AE), yogur con aloe vera (AV) y yogur con aceite esencial y aloe vera (AVAE).
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4.5, Actividad Antioxidante

La muestra de yogur con AE presentd una actividad antioxidante de 1,37 + 0,01
nmol/ml superior a la muestra control de 0,95 + 0,04 nmol/ml; mientras que la muestra
con AV tuvieron una capacidad antioxidante de 0,62 + 0,11 nmol/ml, la muestra con
AVAE presentd un valor de 1,07 £ 014 nmol/ml como capacidad antioxidante,
superior a la obtenida en el control (Fig. 22).

Durante la fermentacion, las bacterias lacticas pueden haber generado péptidos
bioactivos con propiedades antioxidantes esto explicaria la actividad antioxidante que
presenta el control. Resultados similares fueron obtenidos por Sah, Vasiljevic,
McKechnie, & Donkor (2014). Ademas, los AE como el de naranja aumentan la
capacidad antioxidante gracias a la presencia de su componente mayoritario, el
limoneno. Este compuesto tiene una estructura ciclica relacionada con una alta
actividad antioxidante (Ismail, Marjam, & Foong, 2004; Thompson, Lopetcharat, &
Drake, 2007; Kim & Thomas, 2007). Ramos & Zabaleta (2013), observaron un
incremento en la actividad antioxidante de yogur cuando incorporaron aceite esencial
de Jamaica a una concentracion de 100 ppm.

Las muestras que contienen AV, presentaron una actividad antioxidante inferior al
control, esto se puede atribuir al tratamiento térmico recibido por el gel ademas de
interacciones entre carbohidratos y flavonoides del AV con la matriz proteica del
yogur que actlan a manera de interferencia, enmascarando la concentracion real de
antioxidantes (Rice-Evans, Millar, & Paganga, 1996; Jacobo & Cisneros (2009). Estos
resultados concuerdan con los presentados por Lopez, Vega, & Suarez (2010) que
indica que el extracto de la pulpa del aloe vera es menos activo contra el radical DPPH,
es decir, presentd menos actividad antioxidante, a pesar de tener mayor rendimiento

en dicha actividad.
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Figura 22. Actividad antioxidante de las muestras yogur natural (control), yogur con aloe vera (AV),
yogur con aceite esencial de naranja (AE), yogur con aloe vera y aceite esencial (AVAE).

4.6. Vida util
4.6.1. pHy acidez

Durante el periodo de almacenamiento (21 dias) la acidez aument6 y el pH disminuyo
en todos los casos (Tabla 4). Este hecho puede estar asociado al desdoblamiento de la
lactosa en &cido lactico por accion de las bacterias lacticas, o por la actividad de f-
galactosidasa, que conservan su actividad incluso a temperaturas de 0-5 °C, y como
resultado de la acumulacion de acido acético, acetaldehido, acido formico y &cido
lactico (Vedamuthu, 1982). Otro factor puede estar asociado a la presencia de enzimas
residuales en el aloe vera incluso después del tratamiento térmico (Christopher, Redy,
& Venkateswarlu, 2009; Kailasapathy, 2006). Las muestras con AE presentaron
mayor acidez a los 7, 14 y 21 dias. Estos resultados fueron similares a los observados
por Amirdivani & Baba (2011), quienes al incorporar AE de menta, albaca y apio en
yogur, la acidez disminuyé en comparacion con el yogur natural durante el
almacenamiento (28 dias). Las muestras con AV presentaron mayor acidez en
comparacion con el control. La variacion de la acidez y pH que se produjeron en las
muestras presentadas se puede asociar a la diferencia en la poblacién microbiana

durante la fermentacién (Eissa, Mohamed Ahmed, & Yagoub, 2010).

Los datos no presentan diferencias significativas al 95% de confianza entre muestras,

pero si entre los dias de almacenamiento. Estos datos concuerdan con los de Sah,
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Vasiljevic, McKechnie, & Donkor (2016), que describen que al emplear pifia en
cascara o en polvo tiende a disminuir el pH en comparacion al yogur natural al
trascurrir el tiempo de almacenamiento. En este sentido, el gel de AV es un buen
sustrato para el crecimiento de bacterias acido lacticas (Parmjit, Panesar, & Chetan,
2012).

El tiempo de fermentacidn fue menor en las muestras con AV (4 h aproximadamente)
a diferencia del yogur sin AV que requirié un tiempo de 5,5 h (Tabla 4). En éste
sentido, se puede decir que la adicion de AV disminuye el tiempo de incubacion por
presentar nutrientes vegetales que son utilizados por las bacterias acido lacticas
mejorando su crecimiento como se describi6 anteriormente. Otras investigaciones de
nuevas bebidas lacteas con adicion de jugo de AV (Hernandez & Romagosa, 2001;
Dominguez, Contreras, & Gonzales, 2007; Trejo, 2014; Sierra, 2002), observaron este
hecho y consideran que es beneficioso a escala industrial para disminuir costos durante
la fermentacion. Sin embargo, la rapida acidificacion induce a la liberacion de las
micelas de caseina y el desarrollo rapido y débil de la red de micelas contribuyendo
ademas con mayor sinéresis lo que repercutiria en las propiedades reoldgicas del yogur
(Lee & Lucey, 2010; Sah B., Vasiljevic, McKechnie, & Donkor, 2016).

Tabla 4. Tiempo de fermentacion (Tf), pH y acidez (Ac) de las muestras de yogur
(control), yogur con aceite esencial (AE) , yogur con aloe vera (AV), yogurt con aloe
vera y aceite esencial (AVAE) a4 °C durante 21 dias.

Tiempo de Almacenamiento (dias)

Muestra Tf 0 7 14 21
pH 450+00la 439+£000b 4,19+0,03c¢c 4,09+0,02d
Control = 5,5
Ac 064+0,11e 0,86+0,27f 097+031g 092+0,25¢
AE . pH 445+0,02a 434+£001b 4,18+003c 4,01+0,02d
’ Ac. 065+009e 086+0,19f 0,90+0,29g 0,94+0,34¢g
AV 406 pH 447+0,03a 437+£003b 424+002c 3,89+0,01d
’ Ac 064+0,19e 0,88+0,23f 1,09+035g 1,36+0,45h
pH 445+003a 440+0,02b 425+0,03c 3,94+0,01d
AVAE 4,06
Ac 065+0,15e 0,87%x0,21f 1,09+£0,20g 1,26+0,31h

Los resultados son la media + desviacion estandar

Diferentes letras a, b, c, d, e, f, g, h indican diferencias significativas entre muestras.

28



4.6.2. Andlisis Microbioldgicos

La presencia de AV en el yogur aumentd el crecimiento de bacterias lacticas, al igual
que el recuento de mohos y levaduras durante el periodo de almacenamiento (Fig. 23
y 24). Sin embargo se mantuvo dentro de lo que establece la norma NTE-INEN 2395
(2012). Este hecho puede estar asociado al tiempo y temperatura de pasterizacion del
AV, que en un afan por mantener las propiedades nutritivas, no se puede aplicar un
tratamiento mas exhaustivo. Algunas investigaciones establecen que al adicionar
sustratos de origen vegetal junto con la leche, se acelera el crecimiento de bacterias
lacticas y aquellas asociadas al deterioro (Diaz-Vela, Totosaus, Cruz-Guerrero, &
Pérez, 2013; Sah B. , Vasiljevic, McKechnie, & Donkor, 2016).

Con base a los resultados obtenidos, el tiempo de vida de anaquel por el método de
supervivencia fue de 21 dias. En dicho tiempo, microoganismos como enterobacterias
o0 Escherichia coli no presentaron crecimiento (datos no mostrados), ademas que no
sobrepasaron lo establecido en la norma citada anteriormente. Otro factor puede ser
el hecho de que ciertas bacterias son antagénicas y que probablemente el AV al ser un
buen sustrato para la actividad proteolitica de las bacterias acido lacticas, favorece el
desarrollo de estas (Fig. 24) y limita el crecimiento de las patdgenas (Thomas & Mills,
1981; Zamudio, Gonzalez, & Medina, 2001). Ademas es importante considerar que la
presencia de compuestos vegetales aumenta la protedlisis en el yogur y puede
conducir a una degradacion de proteinas en aminoacidos y posiblemente a una

produccién de péptidos bioactivos antimicrobianos (Shahidi & Zhong, 2008).

Prabuseenivasan, Jayakumar, & Ignacimuthu (2006), indicaron que el AE de algunos
citricos actia de mejor manera frente a bacterias Gram-negativas que en Gram-
positivas. Con base a lo anterior, el AE de naranja no deberia interferir en el desarrollo
de las bacterias lacticas pero si frente E. coli. EI modo de accion del AE empleado
puede ser porque éste actda en los lipidos de la membrana celular cambiando la
permeabilidad y atacando las mitocondrias de las bacterias (Sikkema, De Bont, &
Poolman, 1994; Knobloch, Weigand, Weis, Schwarm, & Vigenschow, 1986). A pesar
de tener efecto antimicrobiano frente a Escherichia coli y Enterobacterias
(Prabuseenivasan, Jayakumar, & Ignacimuthu, 2006; Shelef, 1983; Deans & Ritchie,
1987), no fue eficaz frente a mohos y levaduras a una concentracion de 0,025% v/v.
En este contexto, algunos autores proponen que la combinacion de aceites esenciales
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con otros conservantes naturales, como las bacteriocinas y &cidos grasos, promueve su

eficacia contra los patdgenos transmitidos por los alimentos (YYamazaki, 2004).
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Figura 23. Recuento de mohos y levaduras durante 21 dias de almacenamiento para las muestras:
control (yogur natural), AV (yogur con aloe vera), AE (yogur con aceite esencial de naranja) y AVAE
(yogur con aloe vera y aceite esencial de naranja)
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Figura 24. Recuento de bacterias l4cticas durante 21 dias de almacenamiento para las muestras: control
(yogur natural), AV (yogur con aloe vera), AE (yogur con aceite esencial de naranja) y AVAE (yogur
con aloe vera y aceite esencial de naranja)
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4.6.3. Evaluacion Sensorial

La evaluacion sensorial realizada con 10 panelistas semientrenados en parametros de
sabor aroma y aceptabilidad se presenta en las Figuras 25-27. En todas las muestras
existieron diferencias significativas durante el periodo de almacenamiento (P < 0,05).
La presencia del AE favorecio las propiedades organolépticas Unicas para el yogur,
aumentando la calidad sensorial en aroma, sabor y aceptabilidad. EI AV por otro lado,
disminuye la calidad sensorial sin embargo, tras la incorporacion del AE, la interaccion
present6 propiedades sensoriales adecuadas. Al trascurrir el tiempo de anaquel el
aceite esencial de naranja favorecié las caracteristicas sensoriales de la muestra
AVAE. Resultados similares a los obtenidos en yogur con extractos de frutas o
vegetales, en comparacion con un yogur natural (Amirdivani & Baba, 2011). A partir
del dia 14 disminuy0 la aceptabilidad y el sabor en la muestra control y en el yogur
con AV, esto puede estar asociado por la baja acidez en las muestras.

21 7

14
—o—Y AE AV —e—AVAE

Figura 25. Evaluacion sensorial “sabor” durante el almacenamiento de 21 a 4°C de las muestras: control
(yogur natural), AV (yogur con aloe vera), AE (yogur con aceite esencial de naranja) y AVAE (yogur

con aloe vera y aceite esencial de naranja).

Para complementar la evaluacion sensorial, se realizo una prueba triangular con dos
muestras de AVAE y una muestra de AE. Los panelistas (70% de ellos) no encontraron

diferencias significativas (P<0,05) y no pudieron diferenciar entre muestras.

31



21 7

14
—o—Y AE —e—AV —e—AVAE

Figura 26. Evaluacion sensorial “aroma” durante el almacenamiento de 21 dias a 4°C de las muestras:
control (yogur natural), AV (yogur con aloe vera), AE (yogur con aceite esencial de naranja) y AVAE

(yogur con aloe vera y aceite esencial de naranja).
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Figura 27. Evaluacion sensorial “aceptabilidad” durante el almacenamiento de 21 dias a 4°C de las
muestras: control (yogur natural), AV (yogur con aloe vera), AE (yogur con aceite esencial de naranja)

y AVAE (yogur con aloe vera y aceite esencial de naranja).
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4.6.4. Nariz Electronica

La similitud entre los compuestos volatiles de las muestras de yogur presentarén
diferencias significativas (P <0,05). La muestra control junto con la muestra de yogur
con aloe vera (AV) present6 un perfil muy similar en compuestos volatiles. Asimismo
la muestra con aceite esencial de naranja (AE) y la interaccion AVAE son coincidentes
respecto a lo compuestos volatiles. Independientemente del dia de estudio de acuerdo

al periodo de almacenamiento (0, 7 y 21 dias).

Las similitudes variaron considerablemente al final del periodo de conservacion (Fig.
28). La muestra control al dia 0 del ensayo present6 un 100% de similitud respecto a
la muestra Control. Al dia 7 la muestra control era similar a si misma en un 78,60% y
al dia 21 era similar en un 69,50%. Respecto a la incorporacion del AV en el yogur,
éste fue 75,5% y 61,90% similar a si mismo durante el periodo de conservacion (7 y
21 dias respectivamente). La muestra de aceite esencial de naranja fue similar a si
misma en un 63,80% al dia 7 y 45,40% al dia 21 de conservacion. La interaccion del
AVAE fue similar en 63,90% y 43,70% al dia 7 y 21 respectivamente. Las mayores
diferencias pueden estar asociadas a los &cidos organicos y ésteres que se forman
durante la fermentacion. En el caso de las muestras con AE de naranja, los compuestos
volatiles asociados se volatilizaron o se perdieron durante la conservacion. Estudios
previos han puesto de manifiesto el aceite esencial de naranja estd constituido
mayoritariamente por limoneno (94%), éste es el compuesto volatil responsable del
aroma citrico de la naranja (Duccio y col., 1998). Mientras mayor sea la similitud los
cambios que tiene lugar en cada muestra (Control y AV; AE y AVAE), son de menor
importancia y no se ven afectado ya que el perfil de aroma se puede asociar con olores
caracteristicos. Ademas, Lee y col (2010), mostro6 los cambios dependientes del tiempo
en las concentraciones de &cidos grasos volatiles (acetato y formiato) procedentes de

la fermentacion de hidratos de carbono.
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Figura 28. Patrén de similitud entre las muestras de yogur durante el periodo de
conservacion comparadas con las muestras a tiempo “0”

4.7.  Verificacion de la Hipdtesis

Al 95% de confianza se puede atribuir que el aceite esencial de naranja actia como un
conservante, mejorador de la textura (disminuye G’ y G”), saborizante, aromatizante
natural favorece la capacidad antioxidante y la acidez en la bebida lactea a una
concentracion de 0,025% (v/v). Ademas tuvo un efecto antimicrobiano frente a E. coli
y Enterobacterias. El aloe vera actia como buen sustrato para el crecimiento de
bacterias lacticas, sin embargo también lo fue para mohos y levaduras. Ademas
favorece el incremento en la acidez y en el contenido de proteinas y cenizas.
Disminuye el pH y aumenta la elasticidad del yogur (G">G”). De lo anterior, la
interaccion de estos dos componentes favorecid la calidad fisicoquimica, reoldgica,

antioxidante, microbioldgica y sensoriales del yogur.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

- Se desarroll6 una bebida lactea fermentada con la incorporacion del gel de aloe
vera y aceite esencial de naranja como saborizante y aromatizante que presento la

mayor aceptabilidad dentro del panel semi-entrenado.

- La metodologia empleada elimind el aspecto viscoso conservando las
propiedades estructurales propias del gel de aloe vera. A una temperatura de 55 °C
durante 10 minutos se eliminé el sabor astringente caracteristico del aloe, ademas de

mejorar la textura y la masticabilidad del material.

- La incorporacién de aceites esenciales en matrices lacteas es posible siempre y
cuando vayan apoyadas por rigurosas evaluaciones sensoriales que permitan
determinar el tipo de aceite esencial a utilizar y la dosis mas adecuada. De la presente
investigacion se identifico que los citricos, especificamente el aceite esencial de
naranja a una concentracion de 0,025%, v/v es la mejor opcién para desarrollar una

bebida lactea.

- La bebida lactea con aceite esencial de naranja y aloe vera presento un pH de
4,45; una acidez de 0,65; un contenido de grasa de 3,43%; proteina 4,20%; cenizas
0,85% en base seca. Ademas de actividad antioxidante (1,07 nmol/ml). Por otro lado,
la interaccion de los ingredientes permite mantener el caracter elastico propio del
yogur. La evaluacién por nariz electronica fue coincidente con la apreciacion del panel
semientrenado. ES una bebida fermentada lactea con excelentes propiedades

sensoriales.

- El tiempo de vida util estimado para el yogur con adicion del gel de aloe vera
y aceite esencial de naranja como saborizante, aromatizante y conservante fue de 21

dias. Los andlisis microbiologicos demostraron que al inicio y final del estudio, el
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yogur favorecid el desarrollo de bacterias lacticas y mantuvo valores permisibles en
mohos y levaduras, ausencia de enterobacterias y E. coli; de acuerdo a lo descrito por
lanorma NTE INEN 2395.

5.2. Recomendaciones

- El yogur con gel de aloe vera y aceite esencial de naranja es completamente
natural, no incluye conservantes sintéticos. En éste sentido se puede impulsar al
desarrollo de bebidas y productos alimenticios que utilicen los beneficios de lo que se

encuentra en la naturaleza

- Para obtener una mayor calidad del yogur con adicion de aloe vera es
recomendable identificar un proceso térmico mas efectivo 0 a su vez incorporar un

conservante.

- Al elaborar bebidas fermentadas naturales se puede emplear aceites esenciales

como conservante y lo mas recomendable los citricos en concentraciones bajas.

- Al emplear trozos de gel de aloe vera en algunas bebidas o productos
alimenticios como mermeladas se recomienda tener un corte inferior a 1 cm?®, para que
el tratamiento térmico permita eliminar el sabor caracteristico dentro del trozo del gel

de séhila.
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ANEXO 1. Hoja de Cata

Edad:

Fecha:

Evalué cada muestra que se encuentre frente a usted usando la siguiente escala. Ponga

una linea paralela segun su criterio.

Sabor
N B | | |
I | | |
0 1 2 3 4 5
No me gusta- No me gusta Nada muy Me gusta Me gusta Me gusta
lo peor que he  mucho Especial- mucho mucho-lo
probado regular mejor
que
probado
Aroma
N B | | |
I | | |
0 1 2 3 4 5
No me gusta- No me gusta Nada muy Me gusta Me gusta Me gusta
lo peor que he  mucho Especial- mucho mucho-lo
probado regular mejor
que
probado
Aceptabilidad
N B | | |
I | | |
0 1 2 3 4 5
No me gusta- No me gusta Nada muy Me gusta Me gusta Me gusta
lo peor que he  mucho Especial- mucho mucho-lo
probado regular mejor
que
probado

he

he

he

45



ANEXO 2 PRUEBA TRIANGULAR

INSTRUCCIONES: Probar las tres muestras tantas veces como desee, empezando por
la muestra situada a su izquierda. Cuando este seguro de cual es la muestra distinta,

colocar una X en el casillero debajo del cddigo de su muestra seleccionada.

Muestras Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Caodigo

Respuesta

COMENTARIOS:

GRACIAS POR SU COLABORACION
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