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RESUMEN

El sabor es una de las principales caracteristicas de eleccion de un alimento para
los consumidores, generalmente las personas prefieren los alimentos con sabores
dulces por encima de los que presentan sabor amargo. Sin embargo, no todos los
alimentos amargos son desagradables para el consumidor. La palma
Chamaedorea tepejilote presenta inflorescencias comestibles con sabor amargo.
Esta inflorescencia ha sido consumida de forma tradicional en la parte sur del pais
y Centroamérica, por lo que en el presente trabajo se efectuaron estudios
quimicos y se evalu6 como posible aditivo en alimentos. El analisis quimico
proximal de la planta liofilizada muestra un mayor contenido de proteinas (17.6%)
con respecto a los demas componentes (cenizas 12.6%, fibra total 12.3%, lipidos
12.5%, humedad 8.7%). El analisis fitoquimico preliminar de los extractos acuoso
y etandlico obtenidos por reflujo mostré la presencia de esteroides, saponinas,
terpenoides, cumarinas y carbohidratos. El cromatograma HPLC-PDA del extracto
acuoso mostré un perfil de al menos 6 compuestos mayoritarios, el cual se podria
utilizar como referencia para la obtencidon de un extracto amargo estandarizado
con posible aplicacién en alimentos. Las pruebas realizadas para la seleccion de
jueces analiticos permitieron la seleccion de 12 de los 28 participantes, los cuales
se prepararon mediante un semi entrenamiento para la elaboracién de un extracto
amargo de C. tepejilote el cual fue evaluado para construir una escala de amargor
utilizando cafeina y agua ténica marca Pefafiel® como referencia. La prueba de
aceptacion sensorial utilizando una escala hedoénica de nueve puntos aplicada en
bisteces de cerdo con extracto amargo de C. tepejilote, los cuales fueron
evaluados por 50 personas, mostro diferencia estadistica significativa en la que los
evaluadores situaron a la muestra de manera general en una escala de “me gusta
mucho” (p<0.05).
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1. INTRODUCCION

El sabor amargo forma parte de los cinco sabores basicos y es una sensacion
comun debida a la activacion de receptores gustativos que responden a un
estimulo quimico. Se detecta mediante las papilas gustativas ubicadas en la parte
posterior de la lengua. La percepcion del sabor amargo es mas lenta que los
demas sabores y su persistencia en la boca es mas tardada; asi los alimentos
amargos se describen como poseedores de un sabor residual. EI sabor amargo
disminuye en intensidad y duracién conforme pasa el tiempo (Sinesio et al., 2005).
Los investigadores en biologia evolutiva sugieren que este sabor es interpretado
como desagradable en muchas culturas, debido al mecanismo de defensa que
muestra la necesidad de sobrevivir evitando los envenenamientos, esto es asi

debido a que la mayoria de los venenos son de sabor amargo.

Los compuestos amargos no solamente son numerosos, sino también
estructuralmente diversos (Meyerhof, et al., 2010). Sin embargo el sabor amargo
no se explica Unicamente por la estructura de la molécula, esta percepcién
depende basicamente de diversas variables como; el tamafio de la molécula,
grupos funcionales presentes, la posicién del azlcar (si es que esta presente),
estereoquimica de la molécula, entre otros (Inarejos-Garcia et al., 2009). Cambios
pequefios en la estructura quimica pueden convertir a los compuestos amargos en
compuestos dulces o viceversa, incluso los sabores amargos y dulces en
disolucién pueden mejorar o suprimir la percepcion de alguno de ellos (Schiffman,
2000).

Las moléculas amargas tienen un determinado arreglo estructural (Figura 1); se
puede generalizar y decir que un compuesto amargo es aquel que posee un grupo
AH (un electréfilo) y X (un grupo hidrofébico), en donde un amino o un grupo
hidrofébico interactua con el receptor llamado A’, el grupo hidrofébico X se enlaza

con el receptor X’ mientras que el receptor B’ debe quedar libre (Roy, 1992)
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Figura 1. Modelo hipotético de las moléculas amargas, adaptado de Roy (1992).

Muchas sustancias amargas son de origen vegetal, pero otras derivan de los
animales o se generan durante el procesamiento, envejecimiento o deterioro de

los alimentos (Drewnowski, et al., 2000; Murata, et al., 2000).
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2. MARCO TEORICO

Los organos de los sentidos confieren a los seres humanos la capacidad de
percibir y responder a una gama amplia de estimulos que provienen del entorno, lo
cual nos brinda la facultad de elaborar respuestas con el fin de adaptarnos a los
cambios medioambientales, cubrir nuestras necesidades basicas y sobrevivir. El
sentido del gusto es el sentido corporal con el que se percibe el sabor de las
sustancias quimicas presentes en los alimentos (RAE, 2001) y posee un papel
primordial que permite seleccionar dentro de una variedad amplia de alimentos los

gue son agradables a nuestro paladar.

La lengua es el érgano del gusto por excelencia, ya que en esta estructura
anatomica es donde se encuentra la mayor cantidad de receptores gustativos. Su
superficie es rugosa por la presencia de pequefias eminencias llamadas papilas
linguales. Estas se clasifican en caliciformes o circunvaladas, fungiformes, foliadas
y filiformes (Figun & Garino, 2006).

Las denominadas sensaciones o modalidades primarias del gusto, se agrupaban
tradicionalmente en cuatro categorias (Guyton & Hall, 2001; Ganong, 1996): dulce,
amargo, acido o agrio y salado. Sin embargo, los estudios realizados en Japon por
el profesor lkeda a principios del siglo XX (Ikeda, 1909), indicaban la existencia de
una nueva modalidad gustativa, la cual llamé “Umami”, cuya traduccion significa
“sabroso”, “delicioso” o “exquisito”. Actualmente, la mayoria de las investigaciones
incluyen el sabor umami en sus analisis, agrupando asi los sabores basicos en
cinco modalidades gustativas (Breslin & Spector, 2008; Kim et al., 2004). Otro
cambio importante en el conocimiento es que se creia que cada sensacion solo se
podia percibir en una zona especifica del dorso lingual describiendo un mapa
(Hanig, 1901; Boring, 1942; Collings, 1974). Datos moleculares (Nelson et al.,
2002; Huang et al., 2006), han puesto de manifiesto que todas las areas de la
lengua que poseen receptores de gusto, responden a todas las modalidades

gustativas.
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Para provocar las sensaciones primarias del gusto se han utilizado distintos
compuestos quimicos, los més usados son: la sacarosa y glucosa para el sabor
dulce, glutamato monosédico y aspartato para el umami, quinina y cafeina para el
amargo, acido citrico para el acido, y cloruro de sodio para el salado
(Chandrashekar et al., 2006; Roper, 2007; Drake, 2007).

2.1 RECEPTORES DEL SABOR AMARGO
La capacidad para percibir el sabor amargo varia entre cada individuo debido a la
diferencia genética entre los mismos, y en algunos casos ésta capacidad puede

ser un rasgo heredado (Bartoshuk LM. 1994).

Los receptores del sabor amargo son muchos, se estima un aproximado de 40-80
(Adler et al., 2000). Estudios genéticos recientes mencionan que la habilidad de
los humanos para detectar este sabor est4d determinada por un lugar del
cromosoma 5 y posiblemente del cromosoma 7 (Montmayeur y Matsunami, 2002).
Los compuestos de sabor amargo son percibidos por un conjunto especifico de
células ubicadas en la lengua y el paladar, caracterizadas por expresar los
miembros del receptor llamado TASTE 2 (T2R o TAS2R); estos receptores son
capaces de responder ante diversos compuestos amargos (Ley, 2008; Zhang et
al., 2003; Mueller et al. 2005; Montmayeur y Matsunami, 2002).

2.2. ADITIVOS
Los aditivos se clasifican por su funcibn en: colorantes, conservantes,
antioxidantes, reguladores de acidez, emulgentes y estabilizantes,

antiapelmazantes, saborizantes y potenciadores de sabor (Morcillo et al., 2011).

2.2.1. Colorantes

Existe una toda una variedad de compuestos organicos, sustancias quimicas
sintéticas y pigmentos naturales que se pueden agregar a los alimentos para
mejorar su color. También se emplean algunas sales minerales; las sales de calcio

y hierro pueden mejorar el valor nutrimental de un alimento asi como su color.
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2.2.2. Conservadores

Se utilizan para proteger a los alimentos contra la proliferacion de
microorganismos que pueden deteriorarlos con el fin de aumentar la vida util del
producto. Tales compuestos incluyen a los acidos ascorbico, benzoico y sus sales,
didéxido de sulfuro y sus sales, asi como los nitritos y nitratos utilizados en
salmueras. Ademas existen diversos compuestos organicos que se producen de
forma natural, como los acidos fumarico, malico, propiénico, acético y sus sales,
se utilizan para dar sabor, para controlar la acidez de los alimentos, y por tener

una efectiva accidn antimicrobiana.

2.2.3. Antioxidantes

Se usan para evitar que los alimentos grasos se pongan rancios y para proteger
las vitaminas liposolubles de la oxidacién. Entre los antioxidantes sintéticos estan
los ésteres de acido galico, butilhidroxitolueno (BHT) y butilhidroxianisol (BHA).

Las vitaminas C y E también se pueden utilizar como agentes antioxidantes.

2.2.4. Reguladores de acidez
Los correctores de acidez se utilizan para alterar o controlar la acidez o la
alcalinidad de un alimento y mantenerla en un nivel adecuado, lo que es

importante en términos de procesamiento, sabor y seguridad alimentaria.

Los acidos y sus sales se utilizan para dar sabor y también para controlar el pH de
los alimentos. Los alcalis (incluidos los hidroxidos de magnesio, calcio, potasio y

sodio) se pueden utilizar para neutralizar el exceso de acidez en los alimentos.

2.2.5. Emulgentes y estabilizantes

Los aditivos de este grupo se emplean para que los aceites y grasas se puedan
mezclar con agua y formen emulsiones suaves (como la margarina y la
mayonesa), para dar una textura cremosa Yy suave a los alimentos y para
aumentar el periodo de duracion de los productos horneados. En este grupo
podemos encontrar a las gomas vegetales (alginatos, agar-agar y la goma de
algarrobo) y como emulgentes también se pueden citar a la lecitina y ésteres de

acidos grasos.
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2.2.6. Antiapelmazantes
Estos agentes se usan para que algunos productos en polvo como la sal o harina
no se vuelvan compactos. En este grupo se incluyen la harina de huesos,

polifosfatos, silicatos, estearatos (de calcio, sodio y potasio) y gluconatos.

2.2.7. Saborizantes y potenciadores de sabor
Dentro del grupo de los saborizantes se incluyen los dulcificantes, algunos acidos,
aceites esenciales, extractos naturales de frutas e hierbas y compuestos sintéticos

gue imitan los sabores naturales.

Ademas de estos, existen otros compuestos que se emplean para mejorar el sabor
en los alimentos sin aportar su sabor propio, sino que refuerzan el de otros
compuestos presentes. Esto es especialmente importante en el caso de las sopas
y salsas deshidratadas, aunque también son muy utilizados en muchos otros
alimentos (lbafiez, et al, 2003) estos son denominados potenciadores de sabor.
Entre los potenciadores mas utilizados se encuentran el acido glutamico y sus
sales (glutamato monosdédico) los cuales se utilizan para potenciar el sabor umami
principalmente en productos carnicos; el maltol utilizado en la elaboracion de
pasteles y productos de panaderia; el caramelo 150 obtenido de manera natural o
sintética dependiendo del reactivo utilizado para su fabricacion, que ademas de
funcionar como colorante potencia el sabor amargo en productos como refrescos,

bebidas alcohdlicas, salsas, chocolates, entre otros.

2.3 EVALUACION SENSORIAL
La "Evaluacion Sensorial" es una disciplina cientifica mediante la cual se evaltan
las propiedades organolépticas a través del uso de uno o mas de los sentidos

humanos.

Mediante esta evaluacién se pueden clasificar las materias primas y productos
terminados, conocer que opina el consumidor sobre un determinado alimento o
producto, su aceptacion o rechazo, asi como su nivel de agrado, estos criterios se

tienen en cuenta en la formulacion y desarrollo de los mismos (Manfugas, 2007).

Algunas de las propiedades gue se evalUan en una prueba sensorial son:
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a) Apariencia.

Es el aspecto general de un producto que incluye el color, el tamafio y la forma en

gue se presenta la muestra a evaluar.
b) Consistencia, viscosidad y textura.

Estos atributos son aquellos que pueden ser percibidos por los sensores

localizados en la boca, en la piel y musculos del cuerpo.

La evaluacion sensorial se basa en diversas disciplinas como; psicologia,
fisiologia, quimica, fisica y estadistica, por tal razén ha ido aumentando su
reconocimiento en laboratorios gubernamentales, universitarios e industriales
haciendo que su campo de aplicacion se amplie. A continuacién se enlistan

algunas de las multiples aplicaciones de la evaluacioén sensorial.
a) Aseguramiento de calidad.

Establece los criterios de calidad y referencias a través de los cuales la materia

prima y el producto terminado se pueden calificar, clasificar y evaluar.
b) Control de calidad.

Determina los atributos sensoriales de los productos, los cuales deben ser
considerados desde la manufactura hasta el almacenamiento de los mismos con
el propdsito de cumplir con las normas comerciales, asi como con la aceptacion

por parte del consumidor.
c) Desarrollo de nuevos productos.

Ayuda en la formulacién de productos y en la modificacion de los ya existentes, al

tratar de mantener las caracteristicas sensoriales deseadas.
d) Correlacion con medidas quimicas, fisicas o instrumentales.

Permite desarrollar calculos de propiedades sensoriales de forma inmediata y
reproducible. Ejemplo: Correlacion de atributos de textura con viscosimetros y

texturébmetros.
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e) Reduccion de costos.

Determina si existe algun cambio significativo en los atributos sensoriales de un

producto al sustituir una materia prima por otra con la finalidad de reducir el costo.
f) Estudios de mercado.

Ayuda a conocer las preferencias del consumidor, asi como el nivel de agrado, en

relacion a los atributos sensoriales de un producto.
Clasificacion de las pruebas sensoriales

Estas pruebas no requieren de jueces analiticos, por el contrario se emplean
grupos representativos de consumidores potenciales o habituales del producto,
quienes no tienen que conocer la razon del estudio que se realiza, sino entender el

procedimiento de la prueba y responder a ella (Andalzta, 1994).

2.3.1 Métodos de evaluacion sensorial

Los métodos de evaluacion sensorial se dividen en dos grandes grupos: pruebas

afectivas y pruebas analiticas (Espinoza, 2007)

e Pruebas afectivas

Se realizan con personas no seleccionadas ni entrenadas, las que constituyen los
denominados jueces afectivos. Los mismos en la mayoria de los casos se
escogen atendiendo a que sean consumidores reales o potenciales del producto
gue se evallua, pudiendo tener en cuenta aspectos econdmicos, demograficos,
entre otros aspectos. Las pruebas afectivas se emplean en condiciones similares a
las que normalmente se utilizan al consumir el producto, de ahi que puedan
llevarse a cabo en supermercados, escuelas, plazas, etc. Los resultados que se
obtienen permiten conocer la aceptacién, rechazo, preferencia o nivel de agrado
de uno o varios productos, por lo que es importante que las personas entiendan la
necesidad de emitir respuestas lo mas reales posibles. El cuestionario a emplear
es otro elemento que debe ser analizado con rigor, para evitar que este introduzca

errores en los resultados obtenidos. EI mismo no debe ser muy extenso para evitar
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fatiga en los jueces o rechazo a realizar la prueba, ademéas debe ser facil de
responder, con una redaccion clara, con preguntas faciles de comprender y con

impresion legible.
e Pruebas analiticas

Se realizan en condiciones controladas de laboratorio y son realizadas con jueces
que han sido seleccionados y entrenados previamente (jueces analiticos). Las

mismas se subdividen en pruebas discriminativas, escalares y descriptivas.

Las pruebas discriminatorias permiten comparar dos 0 mas productos, e incluso
estimar el tamafio de la diferencia. De manera general son sencillas y de gran
utilidad practica. Las pruebas escalares son aquellas en las cuales se mide de
manera cuantitativa la intensidad de una propiedad sensorial con la ayuda de una
escala. Debido a que las mismas se emplean como herramientas de trabajo en
otros métodos sensoriales, algunos autores y especialista en la teméatica no la
tienen en cuenta dentro de la clasificacion de los métodos de evaluacion sensorial.
Las pruebas descriptivas son de manera general mas complejas, mediante las
mismas, los jueces establecen los descriptores que definen las diferentes
caracteristicas sensoriales de un producto y utilizan dichos descriptores para

cuantificar las diferencias existentes entre varios productos.

2.3.2 Clasificacion de los jueces sensoriales

Se distinguen dos tipos de jueces: afectivos y analiticos (Espinoza, 2007).
e Juez afectivo

El juez afectivo es el individuo que no tiene que ser seleccionado ni adiestrado,
son consumidores escogidos al azar y representan la poblacion a la cual se estima
esta dirigido el producto que se evalla. El objetivo que se persigue al aplicar una
prueba de evaluacion sensorial con este tipo de juez, es conocer la aceptacion,
preferencia o nivel de agrado que estas personas tienen con relacion al alimento
evaluado. Las pruebas con consumidores pueden realizarse en un supermercado,
una escuela, centro de trabajo, etc. EI nUmero de participantes en cada prueba

debe ser grande para minimizar la variacién propia de la subjetividad de las
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respuestas y puedan identificarse las diferencias mas importantes del producto
sujeto al estudio. Se plantea que el numero minimo de jueces a emplear debe ser
80, aunque a medida que se aumente este valor el error tiende a disminuir. Debido
a que los juicios que se emiten estan influenciados por diversos factores propios
del individuo, es de esperarse una variacién grande entre ellos, por lo que debe
tratarse de normalizar ciertas condiciones que permitan lograr resultados mas
objetivos, como son: una explicacion detallada a los participantes del
procedimiento de la prueba y de la importancia de los criterios que se emitan para
complementar los objetivos de la misma, el conocimiento de las caracteristicas
socioculturales y economicas del grupo y la presentacion adecuada de las

muestras, entre otras.
e Juez analitico

El juez analitico es el individuo que entre un grupo de candidatos ha demostrado
una sensibilidad sensorial especifica para uno o varios productos. Es necesario
tener en cuenta algunos aspectos personales de los jueces analiticos entre los

que se encuentran los siguientes:

Edad. Como representante de la poblacion en general se consideran las personas
entre 18 y 50 afios de edad, pues se supone que sus organismos han logrado un

desarrollo 6ptimo, tanto desde el punto de vista fisiolégico como cultural.

Sexo. Es aconsejable que las comisiones de evaluaciéon sensorial estén formadas

por individuos de ambos sexos, evitando asi las variables debidas a este factor.

Estado de salud. Los jueces analiticos no deben presentar ninguna enfermedad,
bien sea esta de tipo organica o psiquica, pues se altera su capacidad perceptiva
y su atencion. Las personas que padecen afecciones respiratorias o visuales

cronicas no pueden ser seleccionadas.

Caracter y responsabilidad. El juez tiene que ser honesto, confiable y cuando
trabaja en grupo no debe ser ni demasiado pasivo ni muy dominante en su actitud.
Debe mostrar preocupacion e interés en la prueba que esta realizando, siendo

puntual, receptor y fiel al procedimiento solicitado.
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Afinidad con el material objeto de prueba. Los jueces analiticos no pueden
emplearse cuando presentan un franco rechazo al material que se estudia, por
ejemplo, no podra- participar en una prueba con chocolate, la persona a quien
este producto cause alergia o una sensacidon de malestar fisico. No es
fundamental que cada juez considere cada muestra agradable, lo decisivo es que
evalle las muestras con cuidado y objetividad. Tampoco deben considerarse las

personas que tengan una preferencia excesiva sobre el producto a evaluar.

Disponibilidad. Las personas que no disponen del tiempo necesario para
participar en las actividades que requiere la evaluacion sensorial no deben ser
catadores, ya que la habilidad y destreza de los mismos so6lo puede lograrse con

una participacion constante en las diferentes sesiones de cata.

Una vez conformada la Comisién de Evaluacion Sensorial el grupo actia como un
instrumento de medicién, por lo que la presencia de todos los integrantes de la

misma es de vital importancia.
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3. ANTECEDENTES

El sabor es una de las principales caracteristica en la que los consumidores se
enfocan al momento de elegir un alimento, generalmente las personas prefieren
los alimentos con sabores dulces por encima de los alimentos con sabor amargo,
sin embargo no todos los alimentos amargos son desagradables para el
consumidor. Existen en la actualidad diversas bebidas y alimentos en los cuales
una concentracion definida de un compuesto amargo ayuda a equilibrar el perfil de

sabor en los mismos.

3.1. COMPUESTOS RESPONSABLES DEL SABOR AMARGO

La mayoria de los compuestos responsables del sabor amargo tienen la
caracteristica general de poseer fenoles en su estructura molecular y presentan
actividad antioxidante tales como los polifenoles (A-E), las antocianinas y los
carotenoides (Ares et al.,, 2009). Sin embargo, se pueden encontrar otras
moléculas como terpenos (D), sulfimidas (sacarina (F)), algunos aminoacidos (G),
péptidos, ésteres (H), lactonas (I), metilxantinas (cafeina (T)) (Figuras 2 y 6), que

también presentan esta caracteristica sensorial.
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Figura 2. Compuestos responsables del sabor amargo: A) fenol, B) flavonoide y C) antocianina
(cianidina), D) terpeno (limoneno), E) isoflavona, F) sacarina, G) fenilalanina, H) éster, I) lactona
sesquiterpénica.
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Existen compuestos que son utilizados para estimular el sabor amargo en algunos
experimentos y se clasifican en idnicos y no ionicos; el primer grupo incluye al
benzoato de denatonio (J), quinona hidroclorada (L) y el sulfato de magnesio, los
cuales son amargos a muy bajas concentraciones (Figura 3). El segundo grupo
incluye a la cafeina (Q) y al octaacetato de sacarosa (K) (Figura 6, Frank et al.,
2004).

o o o Yo
“ 'OJ\© OYO (o) (o)
NN o o o/Lo
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OH

Figura 3. Compuestos utilizados para estimular el sabor amargo.

3.2. ALIMENTOS EN LOS QUE EL SABOR AMARGO ES UNA
CARACTERISTICA INDESEABLE

El aceite de oliva virgen presenta una nota amarga y se debe a los compuestos
derivados de ligstrosida (V) y oleurepeina (X) y se encuentran en los frutos de
olivo no maduros. Esta es una caracteristica sensorial deseable en el producto
terminado debido a que potencializa las notas relacionadas con el mismo (Sinesio
et al., 2005; Iranejos et al., 2009).

La zanahoria es un alimento con compuestos a los cuales se les atribuye efectos

anticancerigenos, pero la presencia de estos compuestos contribuyen al sabor
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amargo de la misma (Kreutzmann et al., 2007). Contiene acidos fendlicos,
isocoumarinas (W) y 2,4,5-trimetoxibenzaldehido (Y), los cuales son responsables

del sabor amargo presente en el tubérculo.

Los citricos como la naranja, limén y toronja contienen compuestos como la
naringenina (P) y limonina (O) que proporcionan el sabor amargo caracteristico de

estas frutas (Figura 6).

Actualmente se ha reportado que el sabor amargo en plantas alimenticias como el
camote, frijol, chicharo, col, pepino, entre otras, presentan la caracteristica de

contener toxinas amargas (Villegas et al., 2010).

El sabor amargo indeseable también se ha observado frecuentemente en los
hidrolizados de proteina y en los quesos curados, este efecto es por la
hidrofobicidad global de las cadenas laterales de los aminoacidos presentes en los

péptidos (Fennema, 2000).

3.3. ALIMENTOS EN LOS QUE EL SABOR AMARGO ES UNA
CARACTERISTICA DESEABLE.

Un ejemplo de un producto alimenticio donde el sabor amargo es una
caracteristica deseable es la cerveza, la cual se forma a partir de la fermentacién
de la malta, donde se producen los iso-a-acidos 6 isohumulonas (R) que
provienen de la secrecion glandular de las flores femeninas no fecundadas del
lipulo. Estos compuestos muchas veces se utilizan como agentes para evitar
reacciones de oxidacién que dan lugar al desarrollo de sabores rancios en la
cerveza.

Por otro lado alimentos como el chocolate, donde el sabor amargo esta presente
en los granos de cacao debido a la presencia de xantinas (Q), la salsa de soya
debido a la presencia de agliconas. En el café debido a la presencia de cafeina (T)
y acidos clorogénicos (S), el té verde por la presencia de flavonoides (B), asi como
jugos, algunos vinos también presentan amargor que procede de los acidos

fendlicos y principalmente de los taninos presentes en las semillas, en los hollejos
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y en el escobajo de las uvas y en el agua ténica debido a la presencia de quinina
(V), (Figura 5, Szejtli y Szente, 2005; Roy, 1992)).

3.3.1. Lupulo

El lGpulo es una planta perteneciente a la familia de las cannabinaceas, llega a
crecer hasta los 8 m de altura, se cultiva solo en climas templados. Se emplean
flores femeninas para obtener una sustancia amarga util para la elaboracion de
cerveza a la cual le otorga su aroma peculiar y sabor, al mismo tiempo que

permite su conservacion.

Las resinas del lupulo fresco estan constituidas por o y B acidos siendo los
primeros el principal componente amargo de la cerveza. Durante la coccion del
lGpulo en el mosto, los a-acidos se isomerizan de manera que los iso a-acidos o
humulonas producidos son mas amargos y mucho mas solubles que los B-acidos
o lupulonas (Figura 4, Houg J.S., 1985).

Figura 4. Resinas del ltpulo: 1) a-acidos (humulonas) y 2) B-acidos (lupulonas)

3.3.2. Colorante Caramelo

Es el colorante mas utilizado en la elaboracién de productos alimenticios y ademas
de actuar como saborizante (Granados, 2013). Puede ser natural o sintético, es de
color marrén oscuro y de sabor amargo, se obtiene mediante la caramelizacién
cuidadosa del jarabe de glucosa o fructosa de trigo y maiz. Se utiliza ampliamente

en la industria de los alimentos como aditivo en bebidas gaseosas (refrescos),
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bebidas alcohdlicas (cerveza, destilados y licores) y no alcohdlicas (jugos y café),

galletas, botanas, yogures, dulces, salsa de soya, entre otros.
3.3.3. Quinina

La quinina (U) (Figura 6) es un alcaloide utilizado como estandar para la deteccion
del sabor amargo y esta permitida como aditivo en bebidas como el agua ténica en
la que actia como potenciador de sabor confiriéndole su sabor amargo
caracteristico, se usa en los refrescos en donde el sabor amargo se mezcla con
otras sustancias proporcionandole una sensacion gustativa refrescante a las

mismas (Sanchez et al. 2008).

3.3.4. Amargo Angostura®

El amargo de Angostura o zumo de lima concentrado, es un ingrediente apreciado
en la elaboracion como biter en cécteles, y también como condimento de sopas y
salsas. Tiene sabor amargo con un contenido alcohdlico de 44.7% en volumen, se
usa en pequefias cantidades para dar un toque a diferentes mezclas. Fue creado
inicialmente para curar algunos malestares estomacales, sin embargo actualmente
es conocido por su uso como aromatizante y potenciador de sabor en diferentes
bebidas y alimentos.

Figura 5. Amargo de angostura (Fuente: liquor.com)
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Figura 6. Moléculas responsables del sabor amargo en algunos alimentos: N) Sinigrina,
O) Limonina, P) Naringenina, Q) Xantina, R) Isohumulonas, S) Ac. clorogénico , T)
Cafeina, U) Quinina, V) Ligstrosida, W) Isocumarina, X) Oleurepeina, Y) 2,4,5-trimetoxi
benzaldehido.
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2.4. EL TEPEJILOTE.

El género Chamaedorea es endémico del continente americano, se distribuye
desde el centro de México hasta Brasil y Bolivia. Hay diferentes opiniones
respecto al nUmero de especies que existen para este género, aungue se conocen
mas de 100 (113-133) (Castro 1992 y Hole, 1999).

México es el pais con mayor biodiversidad de especies de este género (entre 45y
50), Oaxaca y Chiapas son los estados que presentan la mayor parte de estas
plantas (Ramirez, 2001).

El tepejilote (Chamaedorea tepejilote Liebm.) es una especie de distribucion
amplia y se localiza desde México (Jalisco, Oaxaca, Tabasco, Chiapas, Veracruz)
hasta Colombia, pasando por Guatemala, Belice, Honduras, El Salvador,
Nicaragua, Costa Rica y Panama. Son palmas que van desde 1-7 m de altura, con
tallos solitarios o agregados, producen inflorescencias intrafoliares casi siempre
solitarias con flores densamente agrupadas, verdes a amarillas (Chizmar
Fernandez, 2009), crece en los bosques mesdfilos, selva mediana perennifolia y
subperennifolia, en sitios poco sombreados y suelos pedregosos con roca
aflorante, en altitudes que van desde el nivel del mar hasta 1,600 msnm
(Mendoza, 1996), con preferencia hacia los sitios hUmedos como son las cafiadas

y “rejollas”.

A lo largo de su distribucién en México se le conoce con varios nombres como:
tepejilote, pacaya, guaya, chiib, cafia verde, ixquil, quib, chimp, bojon, aula-te,
chem-chem, ternero pacaya grande y elote de monte. EI nombre tepejilote deriva
de una voz nahuatl que significa “espiga de monte”, tal vez porque sus

inflorescencias asemejan espigas de maiz y son comestibles (Figura 7).

El tepejilote, en México, se consume en Chiapas y Oaxaca principalmente, siendo
la region de la Sierra Norte de Oaxaca donde se consume en grandes cantidades.
En esta region habitan indigenas de las etnias, chinanteca, mixe y zapoteca que
aprecian el sabor amargo del tepejilote y se alimentan de sus inflorescencias
(Flores, 2002).
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Hasta el momento, la Unica utilidad que se conoce de las inflorescencias del
tepejilote es la de alimento tradicional, sin embargo, algunas personas le atribuyen
cualidades medicinales y en el occidente de Honduras se usa como estimulante
del apetito (Cordero y Boshier, 2003). También cuenta con aplicaciones
medicinales en nuestro pais, donde se utliza para curar enfermedades

respiratorias (Roldan, 2007).

a) b) €)

Figura 7. Palma Chamaedorea Tepejilote. a) Habitat, b) Inflorescencias sin vaina, c) fruto.

En un estudio fitoquimico de las inflorescencia de C. tepejilote (Jiménez-Arellanes
et al. 2005) reportaron la bioactividad de las fracciones F1 y F8 del extracto
hexanico, con la inhibicién del crecimiento de Mycobacterium tuberculosis a una
concentracion de 100 pg/mL en 96.24% y 74.82%, respectivamente. En la fraccion
F1 identificaron tres compuestos: escualeno (f) como el principal constituyente,
farnesol (g) y el hexadecanoato de metilo (I) (Figura 8). Mientras que en las
fracciones F3-F5 detectaron B-sitosterol (k) (Corregir la estructura quimica). La
purificacion de la fraccion F8 produjo 11 subfracciones identificando al B-sitosterol
en la F8A y al acido ursélico (j) (Corregir la estructura quimica, falta un metilo) en
las FBE y F8F. Por otro lado, se evaluaron al esqualeno, farnesol y acido ursoélico
a una concentracién de 100 ug/mL contra M. tuberculosis y se observo que reduce

su crecimiento en un 99%.

36



INGENIERIA EN ALIMENTOS 2017

En el 2006 Pérez y colaboradores realizaron un estudio para evaluar la actividad
antitusiva de los extractos cloroférmico, metandlico y acuoso, asi como un estudio
fitoquimico del extracto activo de C. tepejilote en ratones a los cuales se les indujo
tos con dioxido de azufre. Los autores describieron que los extractos metandlico y
cloroférmico presentan propiedades antitusivas con un porcentaje de inhibicién del
49 y 41%, respectivamente en ratones con tos inducida. El estudio fitoquimico dio

positivo para flavonoides y carbohidratos.

En el 2013 Riquett y Sorl6zano, estudiaron la actividad hipoglucémica del extracto
acuoso de tepejilote. La administracién de 300 mg/kg del extracto de C.tepejilote
en ratones normoglucémicos redujo la glucosa sanguinea en 29,77 % lo que
confirmo el efecto hipoglicémico de esta planta usada en la medicina tradicional
para el tratamiento de la diabetes.

Se realizaron estudios en los que se identificaron los compuestos siguientes de C.
tepejilote (Kaiser, 1997): 1) E-B-sinensol, e) 2,3-dihidrofarnesal, f) escualeno, Q)

farnesol, h) Z-B-sinensol, y i) B-sinensal (Figura 8).

Un estudio nutrimental de inflorescencias de palmas comestibles de C. tepejilote

realizado en la sierra de Tabasco mostré los datos mostrados en la Tabla 1,
(Centurion, et al. 2009). De estos datos resalta el contenido de proteinas (24.19 +
0.04%) y de cenizas (17.25 + 0.004 %).

Tabla 1. Andlisis proximal de inflorescencias de C. tepejilote (Centurion, et al, 2009)

Componente %
Humedad 8.31 £ 0.002
Cenizas 17.25 £ 0.004
Extracto etéreo 1.62 +0.03
Proteina cruda 24.19 £ 0.04
Fibra cruda 12.16 £ 0.02

Hidratos de carbono 36.47 +0.01
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Figura 8. Compuestos aislados de Chamaedorea tepejilote: d) Z-B-sinensol, e) 2,3-
c}ihidrofarnesal, f) Escualeno, g) Farnesol, h) Hexadecanoato de metilo, i) B-sinensal, j)
Acido ursdlico, k) B-sitosterol, ) E-B-sinensol.
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4. JUSTIFICACION

La busqueda de sabores exoéticos en alimentos es un area de interés para las
caracteristicas sensoriales deseadas en la satisfaccion del paladar de
consumidores de bebidas y alimentos. El sabor amargo es una de las
percepciones intensas presentes en algunos alimentos de amplia demanda
comercial, por lo que el desarrollo de nuevos aditivos de fuentes novedosas
naturales con esas caracteristicas puede potenciar el desarrollo y formulacion de

un aditivo alimentario.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sabor amargo es una de las caracteristicas sensoriales deseables en
determinados tipos de alimentos y bebidas. Muchos de los productos que
presentan estas caracteristicas son comercializados mundialmente como las
cervezas, café, tonicos, entre otros. En la industria de los alimentos la busqueda
de aditivos alimentarios sigue siendo un &rea de oportunidad para productos de
origen natural que satisfagan las tendencias de consumo. En este trabajo se
exploré el uso del jugo de inflorescencias de Chamaedorea tepejilote como aditivo
alimenticio para su empleo como aditivo para el marinado de carnes y la
evaluacion sensorial de los productos carnicos que son tratados con el mismo, con

la finalidad de avanzar hacia el disefio de una formulacién a partir de esta planta.
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6. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general:

Obtener un extracto con caracteristicas amargas de Chamaedorea tepejilote para

su empleo como aditivo alimentario.
5.2. Objetivos especificos:

v" Obtener un extracto amargo de las inflorescencias de la planta C. tepejilote
mediante ebullicion.

v" Reclutar a un grupo de personas que cuenten con aptitudes sensoriales para
formar parte de un panel de jueces semi-entrenados que evallen el extracto
amargo de C. tepejilote.

v Construir una escala de amargor del extracto acuoso.

v Realizar pruebas preliminares del uso del extracto amargo de C. tepejilote en
un alimento.

v' Realizar pruebas cualitativas para obtener el perfil fitoquimico del extracto

amargo de C. tepejilote
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7. HIPOTESIS

Las caracteristicas amargas del tepejilote pueden ser apropiadas para el

desarrollo de un potenciador de sabor para el marinado de productos carnicos.
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8. METODOLOGIA.

El esquema general que se realizd en el presente trabajo implica la seleccion y
entrenamiento de jueces sensoriales para la construccion de una escala de
amargor del extracto acuoso de Chamaedorea tepejilote, la realizacion el andlisis
quimico proximal de las inflorescencias y la obtencion el perfil fitoquimico
preliminar y cromatografico de los extractos para finalmente llevar a cabo una
prueba sensorial utilizando bisteces de cerdo tratados con extracto amargo de

tepejilote, (Figura 9).

Figura 9. Metodologia experimental utilizada en el presente trabajo.

8.1. Pre tratamiento de la muestra

Las inflorescencias frescas de C. tepejilote (Figura 10a) se secaron en un
liofilizador marca LABCONCO (Figura 10b). La muestra liofilizada (Figura 10c) se
pulverizd y se guardd para posteriormente realizar su analisis proximal (ver
seccion 8.5), obtencion del extracto acuoso (ver seccion 8.2.3) el perfil fitoquimico

preliminar (ver seccién 8.6) y el perfil cromatografico (ver secciéon 8.7).
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Los extractos utilizados en la fase de entrenamiento de jueces, en la construccion
de la escala de amargor y en la prueba de aceptacion, se elaboraron con
inflorescencias frescas de C. tepejilote obtenidas de la localidad de Cerro

Quemado, Municipio de San Pedro Ixcatlan, Oaxaca.

a) b) c)

Figura 10. a) Inflorescencias de C. tepejilote para liofolizar, b) Liofilizador marca
LABCONCO c)Inflorescencias liofilizadas.

8.2. Evaluacioén sensorial

8.2.1. Seleccidén de jueces

Para la prueba descriptiva cuantitativa, es necesario contar por lo menos con 10
jueces para asegurar que los resultados obtenidos sean confiables. Para esto se
reclutaron 28 candidatos los cuales fueron hombres y mujeres en edad entre 20-
45 afos, y se entrevistaron inicialmente para determinar si contaban con las
caracteristicas deseadas para formar parte del panel de jueces analiticos.
Posteriormente, se procedié a entrenar a todas aquellas personas que cubrieron
con estos requisitos para finalmente seleccionar con base en los resultados a

aguellas personas que fueron mas adecuadas para el estudio final.

La objetividad con que se desarrollé la prueba fue de gran importancia en la
confiabilidad de los resultados del anélisis sensorial. Para seleccionar a los jueces

analiticos que realizaron las pruebas finales para construir la escala de amargor
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del extracto acuoso de C. tepejilote se tomaron en cuenta los siguientes criterios

de seleccidon (Andalzua, 1996):

a)

b)

d)

¢))

h)

Disponibilidad de tiempo. Es necesario contar minimo con el 80% de
asistencia de cada uno de los jueces durante la etapa del entrenamiento.
Edad. Se toman en cuenta personas entre los 18 y 50 afios de edad, debido
a que es el intervalo de edad en la que ya han alcanzado un Optimo
desarrollo fisico.

Salud. El funcionamiento del organismo es de suma importancia, ya que Si
el juez padece cualquier enfermedad o malestar ya sea organico o psiquico,
se altera su capacidad perceptiva asi como su enfoque de atencién. De tal
forma que se seleccionaron personas sanas.

Habilidad. Un juez incapaz de detectar una propiedad, o de diferenciar entre
dos muestras, no va a ser adecuado para participar en pruebas sensoriales
y las respuestas que de no podran ser tomadas como validas.

Habitos. Fumar o usar perfumes puede alterar la percepcion o distraer a los
demas jueces durante la prueba.

Comportamiento frente a los productos alimentarios. Se debe conocer si los
sujetos experimentan alguna repulsion o rechazo frente a determinados
productos alimentarios. Por otro lado, puede darse el caso de que una
persona muestre una especial preferencia por algun tipo de producto, de tal
modo que condicione sus respuestas a las muestras evaluadas y asigne
incorrectamente las puntuaciones para un atributo en particular o para un
conjunto de caracteristicas.

Interés y motivacion. Los jueces que estén interesados en formar parte de
un panel de andlisis sensorial, estaran mas motivados y por consiguiente
seran mejores jueces que aquellos que no lo estén. Por ello, es importante
detectar a aquellos candidatos a juez que muestren buena disposicion para
llevar a cabo las pruebas.

Conocimientos y aptitudes. Puesto que las percepciones sensoriales deben
interpretarse 'y expresarse adecuadamente, es necesario que los

candidatos posean ciertas habilidades fisicas e intelectuales que les
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permita concentrarse en un estimulo de forma aislada con respecto al
entorno
Identificacion de sabores basicos.
Se realiz6 una prueba en la que los candidatos a formar parte del panel de jueces
entrenados trataron de identificar cada uno de los sabores basicos (dulce, salado,
acido, amargo), para ello se utilizaron cuatro disoluciones representativas de cada
sabor basico junto con su hoja de respuestas.
Interpretacion de resultados: En esta prueba quedaron rechazados los candidatos

con menos del 75% de aciertos.

Prueba de ordenamiento de sabores basicos.

Se realizaron cuatro pruebas de ordenamiento, una por cada sabor béasico (dulce,
salado, &cido y amargo), durante la seleccién del panel de evaluacion sensorial.

Cada uno de los jueces ordenaron de menor a mayor una serie de disoluciones de
cada sabor basico a concentraciones diferentes, con la finalidad de determinar su
habilidad para discriminar los diferentes niveles de intensidad en un atributo
especifico. Duracién de la prueba: 15 minutos.

Interpretacion de resultados: Se aceptaron los candidatos que ordenaron las

muestras correctamente o que invirtieron solo pares adyacentes.

8.2.2. Semi-entrenamiento de jueces

Una vez llevada a cabo la seleccion, los candidatos se sometieron a pruebas
sensoriales semejantes a las que se emplearon en la prueba definitiva, con el
objetivo de que cada individuo se familiarizara con los procedimientos de la
evaluacion e incrementara su capacidad para identificar los atributos sensoriales
de diferentes productos, que en este caso, también presentan caracteristicas
amargas, ademas de aumentar la sensibilidad y memoria sensorial de manera que
la persona pueda emitir juicios precisos, consistentes y reproducibles. EI nimero
de pruebas para hacer una seleccion correcta no esta determinado, pues depende
fundamentalmente de los objetivos que se persiga lograr con los catadores

seleccionados (Manfugas, 2007).
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Durante las pruebas de entrenamiento y en las pruebas definitivas, los jueces
siguieron ciertas reglas con la finalidad de que no hubiera algun factor que
afectara la veracidad y confiabilidad de los resultados.
Dentro de estas reglas, se pueden mencionar las siguientes:
- No mascar chicle o tomar cualquier alimento por lo menos treinta minutos
antes de la prueba.
- No patrticipar en las pruebas cuando estén enfermos.
- Evitar el uso de perfumes y pintura de labios.
- Evaluar las muestras de izquierda a derecha y de adelante hacia atras.
- Enjuagar la boca con agua antes de que comience la prueba y entre cada
muestra.
- Hacer una pausa entre la prueba de cada muestra.
- Entrar en silencio a las cabinas de evaluacion sensorial y no hablar con los

demas jueces durante la prueba.

El semi-entrenamiento de jueces se llevo a cabo en 10 sesiones, de acuerdo al

siguiente programa:

Sesion 1. Introduccién a la evaluacion sensorial. Se dio una breve explicacién de

que es la evaluacion sensorial, los tipos de prueba y su aplicacion.

Sesiones 2 y 3. Pruebas triangulares. Se llevaron a cabo dos pruebas de
diferenciacion (con cafeina y agua tdnica) explicando previamente el objetivo, asi
como los pasos a seguir para la realizacion de cada prueba. De esta manera se
determindé la capacidad de cada individuo para detectar diferencias entre
productos similares con una variacién en la concentracién de dichos productos
obtenidos mediante diluciones. Duracion de la prueba: 20 minutos cada una. La
prueba la realiz6 un grupo de 10 catadores. El formato utilizado se adapté de
Andalzla, 1994.

Interpretacion de resultados: Se aceptaron los candidatos que lograron identificar

la muestra diferente.
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Sesién 4y 5. Prueba Duo-Trio

El objetivo de la prueba es igual a la prueba triangular, en la que se permite
identificar si existe alguna diferencia entre dos productos, sin indicar

especificamente el atributo en que ambas difieren (Olivas Gastélum, 2008).

Interpretacion de resultados: se aceptaron los candidatos que lograron identificar

la muestra igual a la referencia.
Sesion 6y 7. Pruebas de diferenciacion.

Se llevé a cabo una prueba de diferenciacion por el método duo-trio. Para llevar a
cabo esta prueba se prepararon extractos de C. tepejilote a dos concentraciones
diferentes, el objetivo principal de esta prueba fue reafirmar la capacidad de los
jueces para diferenciar la intensidad del sabor amargo en las muestras que se
utilizarian en la prueba final. La prueba se llevdo a cabo dos veces con una

duracion de 15 min cada una.
Criterios para la validacion del panel de evaluacion sensorial

Actualmente no existe una metodologia especifica para la selecciéon de jueces
sensoriales, los criterios son mas bien definidos por el lider del panel. Los criterios
para la seleccion de jueces que participaron en la construccion de la escala de

amargor del extracto amargo de C. tepejlote se enlistan en la Tabla 2.

Tabla 2. Criterios para la validacién del panel sensorial.

Criterio Porcentaje minimo

de seleccion (%)

Sesion 1 80
Sesién 2 70
Sesion 3 70
Sesion 4 80
Sesion 5 80
Sesion 6 90
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Sesioén 7 90

Asistencia 80

8.2.3. Obtencién de escalas normalizadas de trabajo: Entrenamiento especifico.
Las escalas estandares pertenecen al grupo de intervalo cuyos puntos, en vez de
contener descripciones tales como ligeramente duro o muy &cido, constan de
alimentos que representan el grado de intensidad del atributo que esta siendo
medido.

Escala de estimacién de magnitud

Es una técnica que le permite medir al juez diferencias proporcionales libremente
gue indican intensidad de un estimulo especifico en una o varias muestras. Mide
la relacion entre la percepcion de atributos sensoriales y los parametros fisicos del
estimulo. La escala de magnitud no proporciona una escala finita al juez, sino que
este asume la proporcionalidad que mas se ajusta a su concepcion para el

estimulo evaluado.

Se evaluaron muestras de cafeina, agua ténica marca Pefafiel® y extracto
amargo de C. tepejilote. El objetivo de la prueba fue obtener un extracto amargo y
que fuese comparable con el grado de amargor de un compuesto o producto
comercial que presentara caracteristicas de sabor amargo para utilizarlo en una
prueba sensorial aplicada en bisteces de cerdo y de esta manera estar seguros de
que el grado de amargor aportado por el extracto acuoso de C. tepejilote fuese
igual en todas las muestras. El procedimiento se llevé a cabo en dos sesiones

separadas. Duracion de la prueba: 1 h por cada sesion.

Comparacion entre muestras de cafeina con agua tonica marca Pefafiel®. Se
prepararon y se presentaron a los jueces disoluciones de cafeina a cuatro
concentraciones distintas y una muestra de agua tonica como referencia y se le
pidid a los jueces que evaluaran a qué concentracion de cafeina el grado de
amargor del agua tonica era equivalente o similar. Una vez seleccionada la

muestra que de acuerdo al criterio de los jueces era similar al amargor del agua
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ténica se prepararon nuevas disoluciones de cafeina y se repiti6 nuevamente el
proceso hasta que todos los jueces estuvieron de acuerdo en aceptar una muestra

con un grado de amargor idéntico al de la muestra de agua tonica.

Comparacion entre muestras de extracto acuoso de C. tepejilote y agua tdénica
marca Pefafiel®. Para la evaluacion de las muestras se llevé a cabo un proceso
idéntico al que se realizé con la cafeina, se prepararon y se le presentaron a los
jueces muestras de extractos acuosos de C. tepejilote a diferentes
concentraciones y una muestra de agua ténica como referencia hasta encontrar

una muestra que se igualara a la intensidad del amargor del agua tonica.

Interpretacion de resultados: Se aceptd una muestra de cafeina y de extracto de

C. tepejilote solo si todos los jueces concordaron con sus respuestas.

8.3. pH

El célculo de pH de los extractos se realizé de acuerdo con la NOM-F-317-S-1978,
el cual se basa en la medicion electrométrica de la actividad de los iones hidronio
presentes en una muestra del producto mediante un aparato medidor de pH

(potencidometro).
Procedimiento:

Al extracto seleccionado en las pruebas para la construccién de la escala de
amargor se midi6 el pH del extracto acuoso utilizando un potenciometro marca

Hanna (Figura 11).

Figura 11. Potenciémetro marca HANNA utilizado para la prueba de pH.
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8.4 Pruebas preliminares en un alimento

8.4.1 obtencion del extracto acuoso

A partir de inflorescencias frescas de C. tepejilote se preparé 1.5 L extracto
acuoso al 75%(p/v) mediante ebulliciébn. Las inflorescencias se trocearon y se
suspendieron en agua hirviendo durante 5 min., posteriormente se filtré el extracto
para eliminar los residuos de las inflorescencias, se dejo enfriar a temperatura

ambiente y finalmente se utilizé para la prueba de aceptacion.

8.4.2. Prueba sensorial

Una vez seleccionado el extracto acuoso por medio de evaluaciones sensoriales,
se llevo a cabo una prueba sensorial en bisteces de cerdo utilizando el extracto
acuoso de C. tepejilote con el propdsito de encontrarle una posible aplicaciéon
como aditivo para el marinado de carne.

Se realizd una prueba de aceptacion en la que el objetivo fue conocer de acuerdo
a un criterio sensorial si la muestra presentada es aceptada o no por los
consumidores.

Estas pruebas no requieren de jueces analiticos, por el contrario se emplean
grupos representativos de los consumidores potenciales o habituales del producto,
quienes no tienen que conocer el porqué del estudio que se realiza, sino entender
el procedimiento de la prueba y responder a ella (Andalzta, 1994).

Procedimiento

Obtencion del extracto para la prueba de aceptacion.

Para llevar preparar el extracto que se utilizé en la prueba de aceptacion, se
utilizaron los resultados obtenidos en la construccién de la escala de amargor, de
esta manera se prepararon 1.5 L de extracto de C. tepejilote al 75% (p/v) mediante
ebullicion.

Pre-tratamiento de la muestra.

Se colocaron 3 kg de bisteces de cerdo en un recipiente y se le adiciono el
extracto de tepejilote hasta que la carne quedd cubierta en su totalidad, el

recipiente se metié a refrigeracion y se dejoé reposar la carne durante 10 horas
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continuas. Al término de ese tiempo, la carne se sometié a coccidén en una parrilla
y se retir6 hasta que la carne present6 una apariencia agradable.

Se utilizé6 un método afectivo, la prueba de preferencia, la cual consistié en evaluar
como su nombre lo indica, la preferencia que tiene un grupo de consumidores
(jueces no entrenados) hacia la muestra, de acuerdo a una escala hedoénica de
nueve puntos (tabla 3).

8.4.3 Aplicacion de la prueba de aceptacion en bisteces de cerdo.

El grupo de consumidores fue de 50 personas (28 mujeres, 22 hombres) con un
intervalo de edad entre 18 y 57 afios. Se colocaron 15g de muestra tratada con
extracto de tepejilote. Las muestras (15 g) se colocaron en recipientes de plastico
y se les asignd un numero aleatorio por grupo. Después de la degustacion de la
muestra, el consumidor indic6 de acuerdo a la escala heddnica su nivel de
preferencia.

Tabla 2. Escala hedonica de 9 puntos.

Escala Puntos
GUSTA MUCHISIMO
GUSTA MUCHO
GUSTA MODERADAMENTE
GUSTA POCO
NI GUSTA NI DISGUSTA
DISGUSTA POCO
DISGUSTA MODERADAMENTE
DISGUSTA MUCHO
DISGUSTA MUCHISIMO

'_\
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Anéalisis estadistico

A los resultados obtenidos en la prueba de aceptacion se le realiz6 un analisis de
varianza (ANOVA simple), utilizando el procedimiento de diferencia minima

significativa (LSD) de Fisher mediante una comparacion de medias con un nivel de
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significancia de a=0.05. Se utilizd el paquete estadistico Statgraphics (Centurion
XVII-X64, version 17.2.02).

8.5. Andlisis quimico proximal

El analisis quimico proximal proporciona informacion de la concentracién de los
nutrientes presentes en un alimento. Para efectuar este analisis se determind el
contenido de humedad, cenizas, lipidos y proteinas, de acuerdo con los métodos
oficiales de la AOAC: 925.09, 923.03, 920.29, 977.14, respectivamente, para la
determinacion de fibra total se utilizo el método de ANKOM. La determinacion del
contenido de carbohidratos totales se calculd por diferencia en % del resto de los

componentes y esta expresado como extracto libre de nitrégeno.

8.5.1 Determinacion de humedad mediante secado por estufa

La determinacion de humedad por el método de secado en estufa se basa en la
pérdida de peso de la muestra por evaporacién del agua a una temperatura por
encima de la temperatura de ebullicion del agua. Para esto se requiere que la
muestra sea térmicamente estable y que no contenga una cantidad significativa de
compuestos volatiles.

El principio operacional del método de determinacion de humedad utilizando
estufa y balanza analitica, incluye la preparacion de la muestra, pesado, secado,
enfriado y pesado nuevamente de la muestra (Nollet, 1996).

Procedimiento:

Se colocaron dos gramos de muestra en charolas de aluminio previamente
pesadas y a peso constante y se dejaron en una estufa convencional a 1301 por
una hora. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y los valores se
expresaron como la media de las mediciones + la desviacion estandar. El
porcentaje de humedad se calcula por diferencia de peso mediante la siguiente
formula:

eso de la muestra — peso final — peso de la charola
% Humedad = > (g)- peso final(g)—p (g)xIOO

peso de la muestra (g)
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8.5.2 Cenizas totales

La determinacion en seco es el método mas comun para cuantificar la totalidad de
minerales en alimentos y se basa en la descomposicion de la materia organica
guedando solamente materia inorganica en la muestra. Es un método eficiente ya
gue determina tanto cenizas solubles en agua asi como insolubles y solubles en
medio &cido. Este procedimiento permite que toda la materia orgéanica se oxide en
ausencia de flama a una temperatura que fluctia entre los 550-600 °C; el material
inorganico que no se volatiliza a esta temperatura se conoce como ceniza. (Nollet,
1996).

Procedimiento:

Se peso 1 g de muestra de inflorescencias frescas de C. tepejilote en un crisol (a
peso constante) previamente pesado, posteriormente se carboniz6 la muestra
sobre la flama de un mechero. La muestra carbonizada se colocé dentro de una
mufla a 550+1 °C por 5 horas hasta que las cenizas presentaron un color blanco.
Pasado este tiempo los crisoles se colocaron en un desecador hasta que se
enfriaron y finalmente se pesaron. El porcentaje de cenizas se calcula con la
formula siguiente:

) peso del residuo(g)
% cenizas = x100
peso de la muestra en base seca(g)

8.5.3 Lipidos

La cuantificacion de lipidos se llevé a cabo mediante el uso de un equipo Soxhlet,
(Figura 12) la cual consiste en una extraccion semicontinua de una muestra con
un disolvente organico con polaridad apropiada para la solubilizacion de los
componentes de interés. En este método el disolvente se calienta, se volatiliza y
condensa goteando sobre la muestra, la cual queda sumergida en el disolvente.
Posteriormente el disolvente es sifoneado al matraz de calentamiento para
empezar de nuevo el proceso. El contenido de grasa se cuantifica por diferencia
de peso (Nielsen, 2003).

Procedimiento:
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Se pesaron 3 g de muestra seca en un cartucho de celulosa. Se colocaron en el
aparato de extraccion Soxhlet, se adicionaron 100 mL de éter de petréleo a los
vasos del equipo (a peso constante) y seguido de eso se realizo la extraccion por
4 horas. Finalmente, los vasos se colocaron en la estufa a 60+1 °C por una hora 'y
se pesaron. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y los valores se
expresaron como la media de las mediciones + la desviacion estandar. Se calcul6

el porcentaje de lipidos mediante la siguiente ecuacion:

o peso final del vaso(g) — peso inicial del vaso(g)
%Lipidos = x100
peso de la muestra en base seca(g)

Figura 12. a) Equipo soxhlet para la determinacion de grasa cruda, b) Muestras sin
disolvente.

8.5.4 Proteinas

En el trabajo de rutina se determina mucho mas frecuentemente la proteina total
que las proteinas o aminoacidos individuales. En general, el procedimiento de
referencia es el método Kjeldahl, que determina la materia nitrogenada total,
incluye tanto las moléculas con nitrégeno que no son proteinas como las proteinas
(Aurand et al, 1987)

El método se basa en la determinacion de la cantidad de nitrégeno organico

contenido en productos alimentarios, incluye dos pasos consecutivos:
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a) La descomposicion de la materia organica bajo calentamiento en presencia de
acido sulfurico concentrado.

b) El registro de la cantidad de amoniaco obtenida de la muestra.

Durante el proceso de descomposicion ocurre la deshidratacion y carbonizacion
de la materia organica combinada con la oxidacion del carbono a dioxido de
carbono. El nitrégeno organico se transforma a amoniaco que se retiene en la
disolucion como sulfato de amonio. La recuperacion del nitrogeno y velocidad del
proceso pueden ser incrementados adicionando sales que abaten la temperatura
de descomposicion (sulfato de potasio) o por la adicion de oxidantes (perdxido de
hidrogeno, tetracloruro, persulfatos o acido crémico) y por la adicibn de un
catalizador (Nollet, 1996).

Procedimiento:

Se pesaron 40 mg de muestra liofilizada y se pasaron a un tubo microkjeldahl, al
cual se agregaron 2 g de mezcla de catalizador y 3 mL de acido sulfdrico
concentrado. Se coloco el tubo en el digestor y se calenté gradualmente a 400°C,
manteniendo la temperatura por 1.5 horas hasta que el contenido del tubo
presenté un color transparente. Posteriormente el tubo se dej6é enfriar a
temperatura ambiente y se le adicionaron 10 mL de agua destilada para disolver el
residuo, el tubo se coloc6 en el destilador y se le adicionaron 13 mL de solucion de
hidréxido de sodio (60%) tiosulfato de sodio (5%). En un matraz Erlenmeyer se
afladen 5 mL de &cido bérico al 2% y 2 gotas del indicador para recibir el destilado
(Figura 13). Se realiza la destilacion hasta obtener un volumen de 50 mL de la
muestra en la disolucién con acido bérico en el matraz previamente preparado. La
muestra obtenida se titula con &cido corhidrico 0.1 N. Todas las determinaciones
se realizaron por triplicado y los valores se expresaron como la media de las
mediciones * la desviacion estandar. Se calcula el porcentaje de proteina

mediante la siguiente ecuacion:

V2 — V1) (egN)N
%N = M)(q) x 100
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Donde:

%N= porcentaje de nitrdgeno total

V1= Volumen de HCI gastado en titular el blanco (ml)
V2= Volumen de HCI gastado en titular la muestra (ml).
eqN= 14.007

N= Normalidad de HCI (0.01)

M= peso de la muestra (mg)

Para conocer el valor de proteina cruda a partir del contenido de nitrégeno se
utiliza un factor, que varia segun el origen de la proteina, por ejemplo:

F=6.25 (proteina animal)

F=6.38 (proteina de leche o derivados)

F= 5.7 (algunos vegetales)
% P.C = %NxF

Donde:

%P.C= porcentaje de proteina cruda
% N= porcentaje de nitrégeno total
F= Factor de conversion

a) b)

Figura 13. a) Digestor para la determinacion de proteina cruda, b) Destilador.

8.5.5 Fibra cruda

En el proceso de la determinacién de la fibra cruda se trata de simular el proceso
de digestion que ocurre normalmente dentro del aparato digestivo de los animales.
Esta simulacion se efectua tratando a la muestra a una "digestion” (hidrolisis) en

un medio acido, como ocurriria en el estbmago de los animales, y posteriormente

57



INGENIERIA EN ALIMENTOS 2017

se somete la misma muestra a otra "digestion" en un medio alcalino, como

sucederia en el intestino delgado.

Debemos sefalar que en el proceso de digestion arriba descrito, no intervienen las
enzimas digestivas propias del organismo de los animales, ademéas el proceso se
lleva a cabo a ebullicion de la muestra (primero en una disolucién de acido
sulftrico diluido), seguido de una ebullicibn en una disolucion de hidréxido de
sodio diluida. Este procedimiento permite la hidrdlisis de las proteinas, grasas y la
mayoria de los carbohidratos. Para esta determinacion, se requiere que la muestra

a analizar esté seca y desengrasada.

El método de Ankom determina la fibra cruda que es el residuo organico que
queda después de someter la muestra a una digestién con H2SO4 0.255 N y NaOH
0.313 N. Los compuestos removidos son principalmente proteina, aztcar, almidén,

lipidos y porciones de carbohidratos estructurales y lignina.

Procedimiento:
Preparacién de la muestra

» Las bolsas filtros se marcaron y se pesaron (W1), posteriormente se agregé
1.0 g de muestra (W2) directamente en la bolsa filtro. Las bolsas se sellaron
con calor y la muestra se distribuyé uniformemente. Aparte, se pes6 una
bolsa filtro para utilizarla como blanco (C1) e incluirla en la corrida.

» Para extraer la grasa de la muestra se colocaron todas las bolsas en un
vaso de precipitado y se agregd suficiente acetona hasta que las bolsas
estuvieron totalmente cubiertas y se dejaron sumergidas por 10 minutos. El
disolvente se desecho y se dejaron secar las muestras.

» Se colocaron las muestras en los platillos y se inserté el suspendedor con

las muestras dentro de la vasija del aparato Ankom (Figura 14).

Digestion acida
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» Se agregaron 2 L de la disolucion acida de H2SO4 0.255N en la vasija y se
procedié a programar el equipo con calor y agitamiento, se dejo cerrada la
tapa herméticamente y se dej6 actuar por 40 minutos.

» Al final de la extraccion se dreno toda la disolucion lentamente asi como el
vapor antes de abrir la tapa. Una vez drenada la disolucién se lavé la
muestra, para realizarlo se agregaron 1.9 mL (50-90 °C) de agua destilada
y se dejo agitar por 5 minutos manteniendo la tapa de la vasija semi-abierta,

el proceso de lavado se lleva a cabo dos veces.
Digestion alcalina

» Para realizar la digestion alcalina se agregaron 2000 mL de disolucién
bésica de NaOH 0.313 N y nuevamente se programo el equipo con calor y
agitamiento, se dejo cerrada la tapa herméticamente y se dejo actuar por 40
minutos. Al finalizar la extraccion se llevo a cabo el proceso de drenado y
lavado de la misma forma que en la digestion acida.

» Una vez que el proceso de lavado se completd, las muestras se removieron
y se elimind el exceso de agua presionando cuidadosamente cada una de
las bolsas. Se procedié a colocarlas en un vaso de precipitado de 250 mL,
se agreg0 suficiente acetona para cubrir las bolsas las cuales se dejaron
sumergidas durante 5 minutos, posteriormente se les elimin6 el exceso de
disolvente, el proceso de secado se completé en una estufa a 100°C
durante 4 horas. Al término del proceso de secado las bolsas se retiraron

de la estufa y se dejaron enfriar en un desecador y se pesaron.
Cenizas

» Finalmente cada bolsa se colocé en un crisol previamente pesado (peso
constante) y se incinerd en la mufla a 600 °C por 2 horas. Se enfrié en un
desecador y se pesé (W3) para calcular el peso perdido de materia

organica.

CALCULOS:
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(W3- (W1xC1))

% FIBRA CRUDA = x 100

Dénde:

W1 = peso de la bolsa.

W2 = peso de la muestra.

W3 = peso de la materia organica (peso perdido en la incineracion de las bolsas
con fibra).

C1 = factor de ceniza corregida de la bolsa blanco (pérdida de peso en la ignicién
de la bolsa blanco/peso original de la bolsa blanco).

Figura 14. a) Colocacién de la muestra, b) Equipo ANKOM para determinacion de fibra
cruda.

8.6 Perfil fitoquimico preliminar de C. tepejilote

Teniendo en cuenta que la composicion fitoquimica de C. tepejilote ha sido poco
descrita, se realiz6 en este trabajo el estudio fitoquimico cualitativo de esta
especie, como una contribucién a su conocimiento mediante CCD. Para esto se
emplearon diversas fases moviles y reveladores, ademas de pruebas de
coloracién y precipitacion ampliamente descritas en la literatura para perfiles
fitoquimicos (Tabla 3). El analisis fitoquimico preliminar permite establecer la

presencia de metabolitos secundarios como: alcaloides, flavonoides, esteroides,
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triterpenos,

agentes cardioactivos.

naftoquinonas, antraquinonas,

Preparacion de las muestras

lactonas terpénicas, cumarinas y

Se pesaron 2 g de muestra liofilizada y se pasaron a un matraz, posteriormente se

agregaron 100 mL de agua destilada para obtener el extracto acuoso y 100 mL de

agua-etanol (50:50) para la obtencion del extracto etandlico y se sometieron a

reflujo durante 1 h (Figura 15).

Figura 15. Muestra de C. tepejilote en el equipo de reflujo.

Tabla 3. Estudio fitoquimico preliminar para los extractos de C. tepejilote

FITOCONSTITUYENTES

Taninos (Prueba de
Braymer)

Terpenoides

Saponinas (Prueba de la
espuma)

Esteroides (prueba de
Skalwoski)

Carbohidratos (Prueba de
Molisch)

PRUEBA

2 mL de extracto+ 2 mL H2O +
2-3 gotas de FeCls (5%)

2 mL extracto+ 2 mL
(CH3CO),0+2-3 gotas de
H.SO, concentrado

5 mL de extracto +5 mL de
agua destilada + agitacion por
15 min.

2 mL extracto + 2 mL CHClIs+
2 mL H2S04 concentrado

2 mL extracto + 10 mL H.O +2
gotas de a-naftol etandlico

OBSERVACION
La formacion de un
precipitado verde indica la
presencia de taninos.
La coloraciéon roja intensa
indica la presencia de
terpenoides.
La formacién de espuma

indica la presencia de
saponinas.

Anillo rojizo marrén en la
unién

La formacion de un anillo
violeta rojizo indica la
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(20%) + H»SO,4 concentrado presencia de
carbohidratos.
Cumarinas 2 mL extracto + 3 mL NaOH La coloracion amarilla
(10%) indica la presencia de
cumarinas.
Alcaloides 2 mL extracto + pocas gotas La coloracion amarilla
de reactivo de Hager indica la presencia de
alcaloides.

2 mL de extracto + pocas
gotas de reactivo  de

Dragendorff
Proteinas (prueba de 2 mL extracto + 1 mL H,SO, La formacion de un
xantoproteicas) concentrado precipitado blanco indica la
presencia de proteinas
Emodinas 2 mL del extracto +2 mL de La coloracion rojo indica la
NH4OH + 3 mL de benceno. presencia de emodinas.

8.6.1 Cromatografia en capa fina (CCF)

Se emplearon como fase estacionaria para los metabolitos de las inflorescencias
frescas de C. tepejilote mas apolares una placa de gel de silice (SiOz) grado 60 de
0.2 mm de espesor, ALUGRAM Xtra SIL G/UV254 de Macherey-Nagel. Para la
fase movil, se puntearon los extractos (acuoso y etandlico) obtenidos mediante
reflujo y extraidos por un sistema de disolventes H2O/EtOH (1:1) para el extracto
etandlico y agua. Los extractos (acuoso y etandlico) se eluyeron en sistemas de
disolventes diferentes variando la polaridad con el propésito de obtener el sistema

mas adecuado para separar los metabolitos presentes en dichos extractos.

Para el revelado de las placas cromatograficas eluidas obtenidas se utiliz6: una
lampara de luz ultravioleta UVG-11 de onda corta de 254 nm y de onda larga de
365 nm, una camara de yodo y por inmersion: en p-anisaldehido, acido p-
toluensulfénico y H2SO4 al 50 %, para posteriormente someterlas a calentamiento
a 100 °C durante 5-10 minutos en una parrilla de calentamiento. Para calcular el
factor de retencion (Rf) de los metabolitos de cada extracto, se utilizd la ecuacién
siguiente:

distancia recorrida por el compuesto

distancia recorrida por el disolvente
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8.7 Perfil cromatografico

El perfil cromatografico de un extracto de planta vegetal con interés medicinal y/o
alimenticio se realiza para conocer su composicion quimica, para la
estandarizacion de extractos, identificacion de plantas, determinar el perfil
fitoquimico de una planta en diferentes épocas del afio o para realizar analisis de
productos fitoterapéuticos. Este perfil puede obtenerse mediante una
cromatografia de gases (CG) y mediante el uso de cromatografia de liquidos de
alta resolucion (CLAR); en ambos casos (CG y CLAR) proporcionan un
cromatograma, que muestra los compuestos separados y el area del pico de cada

uno de ellos, que es proporcional a su concentracion.

Dependiendo de la naturaleza quimica del extracto vegetal y en condiciones
definidas de andlisis, se observara un disefio caracteristico debido a la migracién
diferencial de sus constituyentes, llamado huella dactilar de la planta. La huella
dactilar cromatogréfica de una planta es una caracteristica obtenida por un
procedimiento ya establecido, separando tantos compuestos como sea posible
para construir un patron de reconocimiento especifico. La identidad de estos
componentes quimicos puede ser conocida o desconocida. Este conjunto de
compuestos son los responsables de caracterizar la composicién quimica de la
planta. Por lo tanto, la huella digital cromatografica representa una metodologia
cualitativa razonable, en la cual todo el cromatograma se analiza para discriminar

especies diferentes de la misma familia de plantas (Tomasi et al. 2004).

Para la obtencion de los extractos se partio de material vegetal (inflorescencias de
C. tepejilote) liofilizado y pulverizado, el procedimiento fue el siguiente:

Preparacion de las muestras para el perfil cromatografico

1. Se pesaron dos muestras de 0.3 g cada una, las cuales se pasaron a un
matraz y se agregaron 100 mL de agua destilada para la primera (M1) y
100 mL de agua-etanol (1:1) para la segunda (M2) y se dejaron en reflujo
por 1 h (Figura 17 a).
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2. El producto obtenido (M1) se filtré y se llevd a cabo el proceso de
desengrasado utilizando hexano. El filtrado (fase acuosa obtenida mediante
reflujo) se colocé en un embudo de separacion de 60 mL y se realizo la
extraccion liquido-liquido con 60 mL de hexano (Figura 17 b). Se agité y se
dej6 separar por 15 min o hasta que las fases se separaron completamente,
la fase acuosa se recogid en un matraz y la fase organica en otro. A la fase
acuosa se le realizaron dos extracciones mas con 60 mL de hexano cada

una.

3. La fase acuosa desengrasada resultante de las extracciones anteriores se
colocé en un embudo de separacion y se le realiz6 la extraccion liquido-
liqguido con 50 mL de AcOEt. Se agit6 y se dejo reposar 15 min o hasta que
las fases se separaron completamente. El procedimiento se realizé tres

veces mas.

4. Las fases organicas se combinaron y se llevaron al rotavapor para eliminar

el disolvente (Figura 17 c).

5. Parala muestra M2 se le llevo a cabo el mismo procedimiento 2,3 y 4.

Figura 16. a) Muestras obtenidas mediante reflujo, b) Separacion de fases, e) Secado de
la muestra en un rotavapor.
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Preparacion de los estandares

Se utilizaron 10 compuestos como estandares (acido galico, acido ferdlico, 2-
hidroxi-4-metoxibenzaldehido, acido p-hidroxifenilacético, acido m-anisico, acido
4-acetilbenzoico, vainillina, &cido salicilico y acido benzoico). Se suspendieron 10
mg de cada uno de estos estandares en 10 mL de MeOH para obtener una
concentracion de 1 mg/mL, posteriormente se realizd una dilucion del estandar

para obtener una concentracion de 10 pg/mL (Yi et al. 2014).

Perfil cromatografico HPLC-PAD

Los extractos obtenidos por reflujo se analizaron en un sistema UHPLC Acquity
Arc (Waters) equipado con un detector de fotodiodos (PDA). La separacion se
llevé a cabo en una columna LunaC18 (4.6 x 250 mm, 5 um, Phenomenex). Se
utilizaron las fases moviles: agua (Fase A), acetonitrilo (Fase B), fosfato de amonio
30 mM pH 2.5 (Fase C) y metanol (Fase D); con el siguiente gradiente de
separaciéon: 0 min 70 % A, 10 % B, 10 % y 10 %D; 2 min 66 % A, 12 % B, 10 % y
12 % D; 14 min, 10 % A 40 % B, 10 % C y 40 % D; 14.5 min 70 % A, 10 % B, 10
% y 10 %D. El flujo de la fase movil fue de 1 mL/min, con un volumen de inyeccion
de 10 pL, la temperatura de la columna se fij6 a 35 °C. El detector se programé a

una longitud de onda de deteccion de 254 nm (Torres et al. 2013).
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9. RESULTADOS

9.1 Evaluacién sensorial

La seleccion de jueces se llevd a cabo dentro de las instalaciones de la
Universidad del Papaloapan, campus Tuxtepec. Unicamente 28 participantes entre
docentes y estudiantes accedieron a participar en el proceso de seleccion. Los
participantes se ordenaron alfabéticamente segin sus nombres y se enumeraron

del 1 al 28 con el objetivo de identificarlos facilmente.

9.1 Seleccibdn de jueces.

Como resultado de la encuesta aplicada, de los 28 candidatos reclutados los
jueces 3y 12 no contaban con la disponibilidad de tiempo necesario para llevar a
cabo el proceso de entrenamiento, mientras que el juez 14 tenia tendencia hacia
el consumo de tabaco y el juez 28 mostré desagrado hacia el producto a evaluar.
A pesar de estos resultados ninguno de los participantes se descartd del proceso
de seleccion hasta realizar las dos pruebas sensoriales establecidas para la

seleccion definitiva.
Prueba de identificacion de sabores basicos (PI).

Se realizé una prueba para la identificacion de sabores béasicos (dulce, salado,
acido y amargo). A cada aspirante se les proporcionaron cuatro muestras, una por
cada sabor béasico junto con su hoja de respuestas (ver ANEXO 11.1) y se les
pidi6 que las identificaran. Las concentraciones de las disoluciones que se

utilizaron en esta prueba se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Disoluciones utilizadas para la prueba de identificacion de sabores basicos.

SABOR BASICO ESTIMULO CONCENTRACION (g/L)?
Dulce Sacarosa 15.0
Salado Cloruro de sodio 2.0
Acido Acido citrico 0.5
Amargo Cafeina 1.0

38En agua a temperatura ambiente
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Los resultados de la prueba aplicada para la identificacion de sabores basicos se

pueden apreciar en la Figura 17.
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Figura 17. Resultados de la prueba de identificacion de sabores basicos.

De los 28 participantes para esta prueba, el 75% de ellos identificaron
correctamente todas las muestras evaluadas y ninguno de los participantes obtuvo
valores por debajo del porcentaje de error permitido para esta prueba (75%), por lo

gue ninguno se descartd para la realizacion de las pruebas posteriores.
Prueba de ordenamiento de sabores béasicos (PO)

Esta prueba se realiz6 con la finalidad de determinar la habilidad de los candidatos
para diferenciar los diferentes niveles de intensidad en un atributo especifico. A
cada juez se le presentd una serie de disoluciones de un sabor basico a diferentes
concentraciones junto con su hoja de respuestas (ver ANEXO 11.2). Las
concentraciones utilizadas en esta prueba para cada sabor basico se muestran en
la Tabla 5.

Tabla 5. Disoluciones utilizadas en la prueba de ordenamiento.

SABOR BASICO ESTIMULO CONCENTRACION (g/L)?
Dulce Sacarosa 5.0 10.0 20.0 40.0
Salado Cloruro de sodio 1.0 20 50 10.0
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Acido Acido citrico 025 05 10 15
Amargo Cafeina 0.3 06 12 24

2En agua a temperatura ambiente

La Figura 18 muestra los resultados obtenidos por cada juez en la que se puede
apreciar que de los 28 participantes de la prueba 8 jueces (Juez No. 2, 5, 8, 14,
15, 16, 23 y 25) obtuvieron el 100 % de aciertos al ordenar de manera correcta los
cuatro sabores basicos y 3 de ellos (Juez No. 4, 10, 18 y 27) alcanzaron aciertos
mayores al 70% con respecto a cada sabor basico. Cabe resaltar que de los 28
jueces evaluados, 24 de ellos obtuvieron al menos un 70% de aciertos con el
sabor de interés (sabor amargo) de este estudio. Los promedios obtenidos indican
que 15 de los 28 participantes tienen el porcentaje de aciertos permitidos para
continuar con el proceso de entrenamiento (ver Tabla 6) de acuerdo con los

criterios de seleccién (ver seccion 8.2.1).
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Figura 18. Resultados de la prueba de ordenamiento.

68



INGENIERIA EN ALIMENTOS 2017

9.1.1 Resumen de datos de seleccion.

La seleccion de 15 jueces de los 28 participantes se hizo de acuerdo con el criterio

de seleccién establecido (ver seccion 8.2.1), que indica que los participantes que

deben considerarse para realizar el entrenamiento deben contar con un promedio

mayor al 80%. Sin embargo se prescindié del apoyo de los jueces No. 3, 10, 11,18

y 23 debido a que no contaban con la disponibilidad de tiempo y completa

disposicion para llevar a cabo el entrenamiento. El juez No. 14 que presentd

tendencia al consumo de tabaco obtuvo resultados muy favorables en las dos

pruebas realizadas y por este motivo se considerd su participacion en la siguiente

etapa.

Tabla 6. Resumen de las pruebas de seleccion.

Juez
2
5
8
14
15
23
25
27
4
10
18
20
3
11
24
9
12
16
19
1
21
6
7
22
17

Pl

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
75

100
100
100
100
100
100
100
100
100
75

75

75

75

PO
100
100
100
100
100
100
100
93.75
87.5
87.5
81.25
100
68.75
68.75
68.75
56.25
56.25
56.25
56.25
50

50
68.75
68.75
68.75
62.5

Promedio
100
100
100
100
100
100
100
96.8
93.7
93.7
90.6
87.5
84.3
84.3
84.3
78.1
78.1
78.1
78.1
75
75
71.8
71.8
71.8
68.7
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26 100 37.5 68.7
13 75 56.25 65.6
28 75 31.25 53.1

9.2 Semi-Entrenamiento de jueces
Para las sesiones de entrenamiento de jueces se utilizaron Unicamente productos
con caracteristicas amargas debido a que la Unica caracteristica a evaluar en el

extracto de C. tepejilote es el grado de amargor.
Sesion 1. Introduccion a la evaluacién sensorial

Durante la primera sesion se les explicé a los jueces la importancia de los sentidos
en la evaluacion sensorial y se dio una breve explicacion de las pruebas que se

llevarian a cabo durante el semi-entrenamiento.
Sesion 1y 2. Pruebas triangulares

En las pruebas triangulares se presentan tres muestras simultaneamente, dos de
ellas son idénticas y una es de una formulacion diferente, las cuales permiten
conocer si existe diferencia perceptible entre dos productos sin tener que

especificar la naturaleza de la diferencia (Lawless y Heymann, 1999).

A cada juez se le presentd un conjunto de tres muestras codificadas de agua

ténica marca Pefiafiel®, junto con su hoja de respuestas (ver ANEXO 3).

La diferencia de las muestras codificadas con los nameros 0070 y 0456 con
respecto a la muestra con el codigo 0678, consiste en que esta Ultima se prepar6

a una concentracion del 85% (v/v).

Resultados: De los 10 jueces participantes solo 7 acertaron al identificar la

muestra diferente.

Esta misma prueba se realizdé con cafeina, en la cual se presentaron a los jueces
tres muestras codificadas de cafeina, dos muestras (0984 y 0230) preparadas al
5% (p/v) y la muestra 1127 al 2% (p/v). Se aceptaron a los candidatos que

identificaron la muestra diferente.
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Resultados: De los 10 jueces participantes 8 acertaron al identificar la muestra

diferente.
Sesion 2y 3 Pruebas Duo-Trio

En la prueba Duo-Trio, se presentan tres muestras simultdneamente al juez. Una
de estas esta identificada como referencia y es idéntica a una de las dos muestras
identificadas con un codigo. La tarea del juez es identificar la muestra codificada
igual a la referencia. El objetivo de la prueba es igual a la prueba triangular en la
que se permite identificar si existe alguna diferencia entre dos productos sin

indicar especificamente el atributo en que ambas difieren (Olivas Gastélum, 2008).

Para esta prueba se utilizaron tres muestras de agua ténica y cafeina junto con su
hoja de respuestas (ver ANEXO 4).

La muestra de cafeina utilizada como referencia (R) diferia de la muestra
codificada con los numeros 0170, la diferencia consistié6 en que esta ultima se
preparé a una concentracion del 1.5% (v/v) con respecto a la muestra de

referencia preparada al 2%.

Resultados: de los 10 jueces Unicamente 7 participantes acertaron a identificar la

muestra de cafeina igual a la referencia.

Un procedimiento similar se llevé a cabo con muestras de agua tonica en la que

una de las muestras codificada con los nUmeros 0230 diferia de la muestra R.

Resultados: Unicamente 6 de los 10 jueces participantes acertaron al identificar la

muestra de cafeina igual a la referencia.
Sesiodn 4 y 5. Pruebas de diferenciacion

Se llevaron a cabo dos pruebas de diferenciacibn muy similares a las anteriores
utiizando extracto de C. tepejilote obtenido mediante ebullicion, la primera
consistid en una prueba triangular y la segunda en una prueba Duo-Trio, Tabla 7.
Las concentraciones de los extractos utilizados se muestran en la Tabla 5. El
formato de respuestas fue adaptado de las pruebas de diferenciacion anteriores
(ANEXO 11.3y 11.4).
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Resultados: 7 de los 10 participantes acertaron al identificar la muestra diferente
para prueba triangular y 8 acertaron al identificar la muestra igual a la referencia

en la prueba ddo-trio.

Tabla 7. Muestras utilizadas en las pruebas de diferenciacion del extracto acuoso de C.
tepejilote.

Concentracion (g/mL)*

Prueba R M1 M2
Triangular 0.25 0.30 0.25
Duo-Trio 0.25 0.25 0.25

*gramos de inflorescencias frescas de C. tepejilote en agua a temperatura

ambiente
Sesion 6y 7. Prueba de ordenamiento

Se le present6 a cada juez un set de cuatro muestras codificadas de extracto de
C. tepejilote, dos muestras codificadas junto con su hoja de respuestas y se les
indicé que ordenaran las muestras de menor a mayor intensidad de acuerdo con el
grado de amargor percibido. Las concentraciones utilizadas en el extracto se
muestran en la Tabla 7 (ANEXO 11.3). Se realizaron dos repeticiones.

Tabla 8. Disoluciones preparadas para la prueba de ordenamiento con muestras de C.

tepejilote.

Muestras Concentraciéon (g/mL)*

1 0.15
2 0.20
3 0.25
4 0.30

*gramos de inflorescencias frescas de C.
tepejilote en agua a temperatura ambiente

Resultados: En ambas pruebas todos los jueces participantes acertaron al ordenar

las muestras en el orden correcto.
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9.2.1 Resumen de los datos de entrenamiento de jueces.
Los resultados de las pruebas aplicadas en el semi-entrenamiento de jueces se
resumen en la Tabla 9, donde los aciertos estan marcados con “V", los

6y, “o”

desaciertos con “x” y las inasistencias con “-”.

Tabla 9. Resumen de los datos de entrenamiento de jueces.

Juez P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7

1 v v X v v v v
2 v v v X v v v
3 v X v v v v v
4 v v v v v v v
5 v v X X X - -
6 v v v v v v v
7 v X X X X - -
8 v v v v v v v
9 v v v v v v v
10 v X X v v - -

Al término de las 7 sesiones los jueces mostraron buenos avances a medida de
que las pruebas fueron avanzando, con excepciéon de los jueces No. 5, 7 y 10
(Tabla 9), quienes no cumplieron con los criterios de validacién establecidos, por

lo que su participacion no se considero para realizar las pruebas finales.

9.3 Obtencién de escala de amargor para el extracto acuosos de C. tepejilote.
Para la construccion de la escala de amargor los jueces semi-entrenados se
dedicaron a evaluar exclusivamente el sabor amargo en cada una de las muestras
presentadas dejando de lado atributos como el color y el aroma. Esto con el
propésito de contar con un grado de amargor en los extractos que pudiera ser

reproducible.
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Comparacion entre muestras de cafeina con agua ténica marca Pefiafiel®.

Se le presentd a cada juez un set de cuatro muestras codificadas de cafeina y una
muestra de agua tonica junto con su hoja de respuestas (ANEXO 3) (Tabla 10).

Las concentraciones iniciales que fueron utilizadas se muestran en la Tabla 8.

Tabla 10. Muestras de cafeina preparadas para la construccion de la escala de amargor.

Muestras (g/L)
1 0.3
2 0.6
3 1.2
4 2.4

Los jueces coincidieron en que la muestra codificada con el No. 2, fue la que mas
se igualo a la intensidad del amargor del agua tonica pero el grado de amargor de
la muestra aun era menor al amargor de la muestra de referencia (agua tonica
Pefafiel®). Una vez determinado el primer resultado se procedid a preparar
nuevas muestras de cafeina pero ahora con concentraciones menores a las
probadas, las concentraciones fueron 0.6, 0.7 y 0.8 g/L, respectivamente. Se
repiti6 el proceso anterior y en esta segunda prueba los jueces eligieron la
muestra con concentracion de 0.7 g/L, esta vez indicaron que el grado de amargor
era bastante similar al de referencia. Dicho lo anterior, se prepararon dos nuevas
muestras de cafeina a una concentracién de 0.75 y 0.78 g/L, respectivamente,
mismas que posteriormente evaluaron los jueces. Por decision unanime se eligié a
la muestra de 0.75 g/L como la que mejor igualaba el grado de amargor del agua

ténica.

Comparacién entre muestras de extracto acuoso de C. tepejilote con agua ténica

marca Pefafiel®.

Se le presentdé a cada juez un set de cuatro muestras codificadas de extracto

amargo de C. tepejilote y una muestra de agua tonica junto con su hoja de
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respuestas (ver ANEXO 3). Las concentraciones iniciales que se utilizaron se
muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Muestras de C. tepejilote utilizadas para la construccion de la escala de
amargor.

Muestras ET % (p/v)

1 1:9
2 2:8
3 4:6
4 6:4

Los jueces seleccionaron a la muestra No. 2 como la mas parecida en cuanto al
grado de amargor a la muestra de referencia. Se procedié a preparar nuevos
extractos al 23:77, 25:75, 27:73 y 30:70 (p/v) y por unanimidad de votos se
selecciond a la muestra preparada al 25:75 (p/v) como la muestra que mejor
igualaba al grado de amargor del agua tonica utilizada como referencia.

8.3 pH

La prueba de pH del extracto acuoso de C. tepejilote dio como resultado un pH de
13.2.

9. 4 Prueba preliminar en alimentos.
Se realiz6 la prueba sensorial en las instalaciones de la Universidad del
Papaloapan. Se utilizaron cabinas desmontables de 4 divisiones como las que se

pueden observar en la Figura 17.
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Figura 19. Prueba sensorial en bisteces de cerdo tratadas con extracto de C. tepejilote.
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Grafica 1. Resultados de la prueba de aceptacion

Analizando la escala hedonica por el atributo de color y haciendo un comparativo
de medias se vio que existe diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre ellas,
donde la mejor puntuacion se logré con “Me gusta moderadamente”, lo cual se
atribuye a que la coccién de las muestras no fue la adecuada debido a que
presentaron una apariencia un poco mas oscura de lo esperado. Para el caso del
aroma, textura y sabor hubo diferencia estadistica significativa (p<0.05), en la que
el mayor puntaje de acuerdo con la escala hedodnica se ubica en “Me gusta
mucho” para los tres casos. De manera general los evaluadores ubicaron la
muestra en la escala de “me gusta mucho”, éstos resultados nos indican que el
extracto amargo de C. tepejilote puede ser una buena opcién para utilizarse como

aditivo en la preparacion de carnes marinadas.

9.5 Analisis quimico proximal
Se realiz6 el estudio quimico proximal a las inflorescencias liofilizadas y

pulverizadas del tepejilote, el cual consistio en la determinacion del % de
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humedad, cenizas, lipidos, proteinas y fibra cruda (Tabla 8). Este estudio muestra
que las inflorescencias de C. tepejilote presentan un mayor contenido de proteinas
y un bajo porcentaje de humedad, lo cual puede deberse al estado de maduracion
de la inflorescencia. Las inflorescencias que se utilizaron en este experimento
presentaron un porcentaje menor de humedad con respecto al trabajo descrito
(Centurion, et al, 2009), esta variacion puede deberse a que en el experimento
descrito se utilizaron muestras secadas al aire libre y en este estudio las
inflorescencias se liofilizaron, el porcentaje de cenizas también es menor al
reportado, con respecto al porcentaje de lipidos se observé una diferencia
significativa con respecto a lo reportado y en cuanto a la fibra cruda los resultados

obtenidos son muy semejantes.

Tabla 12. Andlisis quimico proximal de las inflorescencias de C. tepejilote.

Componente % Reportado
Humedad 6.8 + 0.02 8.31 + 0.002
Cenizas 12.6 £ 0.02 17.25 £ 0.004
Lipidos 12.5 £ 0.003 1.62 £ 0.03
Proteinas 17.3+£0.04 24.19 £ 0.04
Fibra cruda 12.13+ 0.03 12.16 £ 0.02

9.6 Perfil fitoquimico preliminar

El analisis fitoquimico preliminar de los extractos obtenidos mediante reflujo
(acuoso y etandlico) se sometieron a pruebas colorimétricas cualitativas de
deteccion de grupos de metabolitos secundarios (Tabla 11). En ambos extractos
se detectod la presencia de terpenoides, cumarinas y carbohidratos, Unicamente en
el extracto acuoso se detecto la presencia de saponinas y en el extracto etandlico

la presencia de esteroides. Los resultados se muestran en la Tabla 12.

Tabla 13. Pruebas cualitativas para perfil fitoquimico.

PROTEINAS TERPENOIDES EMODINAS
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ESTEROIDES DRAGENDORF CUMARINAS
ALCALOIDES CARBOHIDRATOS (Molish) SAPONINAS
TANINOS

Nota: El tubo de la izquierda en todos los casos corresponde al extracto acuoso y el tubo de la
derecha corresponde al extracto etandlico, respectivamente.

Para el caso de los terpenoides, una coloracion rojiza en la prueba indica la
presencia de estos derivados organicos. En la imagen correspondiente a la prueba
de terpenoides (Tabla 13), se observa una coloracién rojiza tenue, por lo que la
prueba se considera positiva en ambos extractos. Con respecto a la prueba
realizada para cumarinas se puede observar una coloracion amarilla intensa en

ambos extractos (mas remarcada en el extracto acuoso), por lo que podemos
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sugerir la presencia de las mismas en los dos extractos evaluados. La prueba de
carbohidratos es positiva en ambos extractos, en los que se aprecia la formacion
de un anillo color violeta principalmente en el extracto acuoso y un poco menos
visible en el extracto etandlico. El resumen de estos resultados se enlistan en la
Tabla 14.

Tabla 14. Perfil fitoquimico de C. tepejilote.

Metabolito Extracto Extracto
Acuoso Etandlico

Taninos - -
Terpenoides +
Saponinas -

Esteroides
Carbohidratos

+ o+ o+ o+ 4+
1

Cumarinas
Alcaloides (Hagger) - -

Alcaloides - -
(Dragendorff)
Proteinas - -

Emodinas - -

8.6.1 Cromatografia en capa fina (TLC)

A los extractos obtenidos mediante reflujo (acuoso y etanol 50%), se les efectud el
analisis mediante TLC, la cual se realizd en cromatofolios de aluminio utilizando
como fase estacionaria gel de silice, y como fase movil: sistema de eluentes
hexano/AcOEt (9:1), hexano/AcOEt (7:3), AcOEt (100%) y CH2Cl2/MeOH (9:1, 8:2
y 7:3). Se emplearon todos los sistemas de eluentes para realizar la TLC en
ambos extractos obtenidos, se detectd la presencia de los compuestos en las
placas mediante el uso luz ultravioleta (UV) y reactivos reveladores como el yodo
el cual produce manchas de color amarillo-marrén, acido sulfarico el cual produce
manchas de diferentes colores debido a la oxidacién de los compuestos, p-

anisaldehido y acido p-toluensulfonico) para cada uno de los extractos (Tabla 15).

La cromatografia en capa fina muestra que el extracto acuoso (E1) presenta al

menos tres componentes, mientras que el extracto etandlico (E2) presentan al
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menos cinco componentes principales al ser tratados con diferentes agentes
reveladores. Los valores de Rt de los componentes encontrados para ambos
extractos se muestran en la Tabla 15, de acuerdo con su aparicion en la placa

mediante el uso de reveladores.

Tabla 15. Placas utilizadas para TLC.

SISTEMA: AcOEt, (E1,E2,R,E1,E2)

Revelado en UV Revelado en I, Revelado en Revelado con ac.
H2SO4 p-toluensulfénico

R de compuestos  R:de compuestos R de compuestos R de compuestos

1.0.8787 1.0.7575 1.0.8787 1. 8787
2.0.7575 1. 0. 7575

1.0.8787

2.0.7575

SISTEMA 9:1 HEXANO/AcOEt (E1,E2,R.E1.E2)

Revelado en UV Revelado en I, Revelado en Revelado con &c.
H.SO4 p-toluensulfénico

R: de compuestos R de compuestos Rf de compuestos R de compuestos

1. 0.1515 1. 0.3939 1. 0.1515 1. 0.3939
1.0.1515 2. 0.3030
2.0.3939
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SISTEMA 7:3 HEXANO/AcCOEt (E1,E2,R.E1.E2)
Revelado en UV Revelado en I, Revelado en Revelado con ac.

Rt de compuestos

1

. 0.5000

R. 0.9000

1
2

. 0.2500
. 0.4687
3. 0.5312

H>SO4

R de compuestos R: de compuestos

1.
2.
3.

R. 0.5312

0.2500
0.4687
0.9000

1. 0.2500
2.0.4687
3.0.5312
4. 0.9000
R. 0.5312

SISTEMA CH:Cl2/ MeOH (E1,E1,R,E2,E2)

Revelado I, (7:3)

Rt de compuestos

WNEFEWN P

. 0.1562
.0.7812
. 0.9375
. 0.1875
.0.2812
. 0.9375

Revelado
anisaldehido (8:2) H2S04(9:1)

p- Revelado

st
T

R de compuestos R, de compuestos

A OWONPFRPOPAWOWNPE

. 0.0588
.0.1470
. 0.6470
. 0.8529
. 0.9375
. 0.2352
.0.4117
. 0.7647
.0.9117

1. 0.5757
2. 0.6666
3.0.7878
1.0.1515
2.0.2424
3. 0.3636
4.0.7878

p-toluensulfénico

R de compuestos
1. 0.2500
2. 0.4687
3. 0.9000
R. 0.5312

en Revelado ac. p-

toluensulfénico
(8:2)

R de compuestos
1.0.1764
2. 0.2941
3.0.5294
4.0.7352
5.0.8823
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9.7 Perfil cromatografico

El cromatograma HPLC-PDA (A=254 nm) (Fig. 19) del extracto acuoso mostré un
perfil de al menos 6 compuestos mayoritarios empleando una columna de fase
reversa. Los compuestos observados presentaron un tiempo de retencion de 3.64,
3.98, 7.14, 7.58, 8.30, 9.04 min, donde los compuestos con tiempos de retencion
de 3.64 y 7.14 son los componentes mayoritarios y estos dos compuestos podrian
usarse como referencia para la obtencién de un extracto amargo estandarizado

con posible aplicacion en alimentos.

2419 A=254 nm
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Figura 20. Cromatograma en fase inversa del extracto acuoso de C. tepejilote.
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10. CONCLUSIONES
En el estudio de un extracto amargo de C. tepejilote se reclutaron 28 participantes
para la seleccion de jueces entre alumnos y personal docente de la Universidad
del Papaloapan campus Tuxtepec. De los 28 participantes solo 14 aprobaron las
pruebas realizadas para la seleccion. Sin embargo, se prescindido de la

participacion de 3 de los participantes seleccionados.

El semi-entrenamiento de jueces se llevé a cabo en 10 sesiones, en las cuales se
prepar6 a los jueces Unicamente en la deteccion del sabor amargo en todas las

muestras evaluadas.

Los jueces semi-entrenados realizaron la construccion de una escala de amargor
utilizando cafeina y agua ténica marca Pefiafiel como referencia y eligieron al
extracto de C. tepejilote con una concentracion del 25% como la muestra que mas

igualaba al sabor amargo de las referencias.

El extracto acuoso de C. tepejilote obtenido mediante ebullicién se utilizé para una
prueba en bisteces de cerdo, el cual fue evaluado sensorialmente por un grupo de
50 personas. De manera general los evaluadores ubicaron la muestra en la escala
de “Me gusta mucho” con diferencia estadistica significativa (p<0.05). Los
resultados de la prueba de aceptacidén indican que el extracto amargo de C.
tepejilote puede tener potencial como aditivo en el proceso de marinacion de

carnes.

El estudio quimico proximal indica que el componente mayoritario en las
inflorescencias de C. tepejilote son las proteinas. Ademas se encontr6 una
diferencia significativa en el contenido de lipidos con respecto a lo descrito, lo que
se puede deber a las diferentes condiciones en que fue cultivada la planta (altura,

estrés, clima, etc.).

Se detectd la presencia de esteroides, cumarinas, carbohidratos, saponinas y
terpenoides mediante el perfil fitoquimico preliminar, lo cual se corrobor6 mediante

meétodos cromatogréaficos (CCF y HPLC).
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11. ANEXOS

11.1 Formato para la prueba de identificacion de sabores basicos

Nombre: Fecha:

INSTRUCCIONES: por favor antes de empezar la prueba enjuague su boca con agua.

Se le han dado a usted 4 muestras con sabores salado, dulce, cido y amargo. Primero
pruebelas y separelas en 4 grupos, dependiendo sabor.

Indique sus respuestas usando la clave sefialada en cada vaso.
Enjuaguese |la boca con agua después de probar cada muestra.
NO SE TRAGUE LAS MUESTRAS
INDIQUE LAS CLAVES DE LAS MUESTRAS

DULCE SALADO AciDo AMARGO
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11.2 Formato para la prueba de ordenamiento de sabores basicos

Nombre: Fecha:

INSTRUCCIONES: por favor antes de empezar la prueba enjuague su boca con agua.

Se le han dado a usted 16 muestras con sabores salado, dulce, agrio y amargo.
Primero pruébelas y separelas en 4 grupos, dependiendo del sabor, y después, para
cada sabor, ordénelas de menor a mayor intensidad de sabor.

Indigue sus respuestas usando la clave sefialada en cada vaso.
Enjuaguese la boca con agua después de probar cada muestra.
NO SE TRAGUE LAS MUESTRAS
DULCE
INDIQUE LAS CLAVES DE LAS MUESTRAS, DE MENOR A MAYOR INTENSIDAD

SALADO
INDIQUE LAS CLAVES DE LAS MUESTRAS, DE MENOR A MAYOR INTENSIDAD

AGRIO
INDIQUE LAS CLAVES DE LAS MUESTRAS, DE MENOR A MAYOR INTENSIDAD

AMARGO
INDIQUE LAS CLAVES DE LAS MUESTRAS, DE MENOR A MAYOR INTENSIDAD
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11.3 Formato utilizado en las pruebas triangulares

NOMBRE FECHA

Frente a usted hay tres muestras de AGUA TONICA, dos son iguales y una
diferente, saboree cada una con cuidado y marque con una X la muestra diferente.

MUESTRAS MUESTRA DIFERENTE
0060
7116
6034

COMENTARIOS

11.4 Formato utilizado en las pruebas Duo-Trio

NOMBRE FECHA

Frente a usted hay tres muestras codificadas de AGUA TONICA, la muestra
marcada con R es la referencia, 2 son iguales y una diferente, saboree cada una
con cuidado y marque con una X la muestra que es igual a la referencia.

MUESTRAS MUESTRAIGUAL AR
0230
0129

COMENTARIOS
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11.5 Formato para la prueba de ordenamiento (Sesién 6y 7)

NOMBRE FECHA

PRODUCTO: EXTRACTO ACUOSO DE TEPEJILOTE
Frente a usted estéan 4 muestras de extracto amargo de C. tepejilote, pruebe cada
una y ordénelas de menor a mayor de acuerdo con el grado de amargor.

*No olvide enjuagar su boca antes de probar cada muestra.

Muestras:
Clave
3792
4725
4863

1841

11.6 Formato para la prueba de aceptacién con escala heddnica de 9 puntos.
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11.7 Prueba de multiples rangos por atributo (COLOR)

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

ESCALA Casos |Media  |Grupos Homogéneos
E 2 7.0 X

F 2 7.0 X

D 2 10.0 X

A 2 14.0 X

C 2 23.0 X

B 2 39.0 X

11.8 Prueba de multiples rangos por atributo (TEXTURA)

Método: 95.0 porcentaje LSD

A.ESCALA Casos |Media [Grupos Homogéneos
E 2 7.0 X

F 2 7.0 X

D 2 10.0 X

A 2 14.0 X

C 2 23.0 X

B 2 39.0 X

11.9 Prueba de multiples rangos por atributo (AROMA)

Método: 95.0 porcentaje LSD

B.ESCALA Casos |Media [Grupos Homogéneos
E 2 6.0 X

D 2 13.0 X

A 2 21.0 X

C 2 24.0 X

B 2 36.0 X

11.10 Prueba de multiples rangos por atributo (SABOR)

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

C.ESCALA Casos |Media [Grupos Homogéneos
E 2 16.0 X

B 2 20.0 X

C 2 31.0 X

D 2 33.0 X
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