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Resumen

Con intenciones de mejorar la palatabilidad y aceptabilidad de la bebida de almendras, se
ensayo un tratamiento enzimatico para disminuir su residuo celuldsico (chalkiness). El trata-
miento propuesto disminuye la fibra bruta, mientras que incrementa la glucosa. No se apre-
ciaron modificaciones significativas en la reologia del producto. Sin embargo, se observo una
reduccion significativa de los depodsitos de particulas en el fondo del recipiente contenedor.
Mediante un panel de consumidores (perfil Flash), se pudo confirmar la mejora en la acepta-
bilidad del producto.

PALABRAS CLAVE: BEBIDA DE ALMENDRAS - HIDROLISIS ENZIMATICA -
CHALKINESS - PERFIL FLASH - CELULOSA - FIBRA - CELULASA - PALATABILIDAD

Abstract

With the intention of improving the palatability and consumers” acceptability of almond drink,
an enzymatic treatment was tested, seeking to reduce the cellulosic residue. This treatment di-
minishes the fiber, while increasing the glucose content. No significant changes were observed
in the beverage’s rheology. However, a significant reduction of particle deposits was observed
at the bottom of the container. Based on a panel of consumers (Flash profile), the improvement
of product acceptability could be confirmed.

KEYWORDS: ALMONDS BEVERAGE - ENZYMATIC HYDROLYSIS - CHALKINESS - FLASH
PROFILE - CELLULOSE - FIBRE - CELLULASE - PALATABILITY
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Introduccion

El objetivo principal de este trabajo es degradar
enzimaticamente la celulosa residual (polisaca-
rido) de la bebida de almendras a carbohidratos
formados por menores unidades repetitivas en
su constitucién como oligosacaridos y también
monosacaridos como la glucosa. Los productos
finales obtenidos dependen de la degradacion
parcial o total, respectivamente.

La celulosa aporta a la bebida una textura as-
pera y algo de sabor amargo. Ademas, en el en-
vase sedimenta una gran cantidad de particulas
celuldsicas. Por ello, la necesidad de disminuir
su contenido para mejorar la palatabilidad.

La celulosa, componente principal de la pa-
red celular de los tejidos vegetales, es el bio-
polimero mas abundante en la naturaleza. Se
puede degradar por algunos microorganismos

tales como bacterias, protozoos y ciertos hon-
gos filamentosos (Marquina, 2005). La celulosa
funciona en la mayoria de los vegetales como
una barrera estructural que limita la liberacion
de componentes de sabor o de interés para la
industria alimenticia (Rastogi et al. 1998; Sarker
et al. 1999; Lee et al. 2005). Este polisacarido
esta formado por unidades de glucosa, las cua-
les se mantienen unidas mediante enlaces 3-1,4
glicosidicos. Dependiendo de la fuente, puede
tener entre 8.000 y 15.000 unidades monomeéri-
cas por cadena. La Figura 1 presenta la estruc-
tura quimica de la celulosa.

Las cadenas de celulosa pueden unirse entre si
por uniones puentes de hidrdgeno. Asimismo,
pueden aparecer uniones puente de hidrogeno
intramoleculares. Estas uniones pueden apre-
ciarse en la Figura 2, con lineas de trazos.
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Fig. 1. Estructura quimica de la celulosa, formada por moléculas de glucosa. 1: mo-
lécula de glucosa; 2: celobiosa (dos moléculas de glucosa unidas a través de un
enlace glicosidico B-1,4); 3: cadena de glucano; 4: parte de una macromolécula de
celulosa mostrando los enlaces de hidrogeno que unen las cadenas de glucanos.
(Adaptado de Worthington-biochem.com, megazyme.com)
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Fig. 2. Uniones puente de hidrégeno intra e intermoleculares (lineas de trazos)

El polisacarido esta localizado en la pared celu-
lar, donde se encuentra como unidades submi-
croscopicas de forma alargada llamadas micelas.
Estas micelas se organizan en estructuras mas
grandes, las microfibrillas, las cuales se empa-
que-tan formando una estructura cristalina alta-
mente ordenada. Esta estructura se encuentra
rodeada por polisacaridos hemiceluldsicos que
se unen a la celulosa por puentes de hidrégeno
y enlaces covalentes, haciéndola alin mas resis-
tente a la hidrdlisis quimica y bioldgica. No toda
la estructura de la celulosa es cristalina, existen
regiones desordenadas, denominadas regiones
amorfas, con una composicion heterogénea. La
Figura 3 presenta un esquema de la estructura
de la pared celular.

Las celulasas (E.C.3.2.1.4) promueven la hi-
drélisis de la celulosa. Estas enzimas son bio-
catalizadores altamente especificos que acttan
sinérgicamente para liberar las unidades o gru-
po de unidades. El sistema de celulasa tipico
incluye tres tipos de enzimas: la endo-B-1,4-
glucanasa (Cx) (1,4-B-D-glucan glucanohidro-
lasa E.C.3.2.1.4), la exo-B-1,4- glucanasa (C1)
(1,4-B-D-glucan celobiohidrolasa E.C.3.2.1.91)
y la B-1,4-glucosidasa (celobiasa) (Cb) (B-D-
glucdsido glucohidrolasa E.C.3.2.1.21). En la
literatura, el mecanismo propuesto para la de-
gradacion de la celulosa consta de tres etapas.
La primera involucra a la endo-B-1,4-glucanasa
que actla al azar sobre los enlaces B-1,4 glu-
cosidicos internos de la celulosa, y convierte

molécula . ‘
celulosa - micela

Fig. 3. Esquema de la estructura de la pared celular en la que se puede apreciar las
macrofibrillas, microfibrillas y micelas de la celulosa
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las cadenas largas a oligosacaridos, los cuales
mantienen la configuracion B de su estructura.
La accion de esta enzima es sobre las regiones
amorfas de la molécula de celulosa o sobre la
superficie de las microfibrillas, y tiene como re-
sultado la disminucion de la longitud de la cade-
na de celulosa y la creacion de nuevos extremos
reactivos que sirven de sustrato para la posterior
accion de la enzima exo B-1,4-glucanasa. En la
segunda etapa actla la exo B-1,4- glucanasa,
la cual es una enzima que corta la cadena 1,4
B-D-glucano a partir del extremo no reductor de
la molécula de celulosa y de las celodextrinas,
lo que produce la eliminacion de las unidades de
celobiosa o glucosa. Ambas enzimas endogluca-
nasa y exoglucanasa son inhibidas por uno de
los productos de la hidrdlisis enzimatica, la celo-
biosa, razdn por la que se disminuye la eficien-
cia de la hidrdlisis. Una vez degradada las zonas
amorfas de la celulosa, tiene lugar la hidrolisis
de la region cristalina, como resultado de la ac-
cion sinergistica de la endoglucanasa y la exo-
glucanasa (Beldman et al. 1988). Finalmente,
una etapa que limita la degradacion de la ce-
lulosa es la hidrdlisis de la celobiosa a glucosa
mediante la accion de la B-1,4- glucosidasa Cb,
porque las glucanasas son inhibidas por la ce-
lobiosa (Ovando Chacon & Waliszewski, 2005).

Las principales preparaciones comerciales de
celulasas se obtienen de hongos filamentosos

Tabla 1. Variedades de floracion tardia

(Trichoderma reesei y Aspergillus niger). Las ce-
lulasas se utilizan en la industria de bebidas para
la produccion de zumos de frutas y el procesa-
miento del vino. Facilitan la extraccion de jugos
y la maceracion para la produccion de néctares
de frutas al romper las cadenas de celulosa que
ayudan a retener el liquido en las células de la
planta. Ademas, asi se liberan las sustancias aro-
matizantes y, de esta forma mejora el aroma y
el sabor de las bebidas preparadas biotecnolo-
gicamente.

Almendra

La almendra es el nlcleo comestible y “lefioso”
de la drupa que crece en la copa de los almen-
dros (Prunus Dulcis) originarios de la region de
Asia Central. (Martinez-Gomez et al. 2007). Los
almendros, son arboles medianos actualmente
plantados en climas mediterraneos como Califor-
nia, Espana, Italia y algunas zonas de Australia.

Existen una infinidad de variedades que se divi-
den en dos grandes grupos: "cascara blanda" y
"cascara dura".

En la Tabla 1 se presentan las variedades que
resultan de interés para la Argentina.

En la Figura 4 se pueden apreciar la forma y as-
pecto de los frutos de algunas variedades

Origen Floracion Cascara Rendimiento (%) Autogamia
Ferragnes Francia tardia dura 37-40 no
Ferraduel Francia tardia muy dura  27-29 no
Guara Espana tardia dura 32-35 si
Ayles Espana tardia dura 30-34 si
Tuone Halia tardia muy dura 33-35 si
Moncayo Espana muy tardia muydura 25-28 si
Ai Francia tardia semidura  40-42 no
Cristomorto Italia tardia muy dura  23-27 no
Felisa Espana muy tardia dura 34-36 si
Francoli  Espana tardia dura 30-32 no
Masbovera Espana dura muy dura  28-30 no
Ruby EEUU tardia blanda 52-55 no
Yaltinsky Rusia tardia blanda 44-50 no
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Fig. 4. Variedades de almendras
Fuente: Montoro, 2020
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Fig. 5. Partes del fruto
Fuente: Arquero, 2013

En la actualidad, desarrollos genéticos de em-
presas privadas como Burchell Nursery estan
introduciendo otras nuevas variedades como
Shasta ® e Independence ® cuya ventaja es
la capacidad de polinizacion intra-varietal

(Ewing & Soares, 2018) (Burchell Nursery,
2018). La importancia del tipo de floracion re-
side en hecho de que el almendro florece los

primeros dias templados del fin del invierno. En
Argentina lo hace entre fines de julio y mitad de
septiembre. (Iannmico, 2012).

En la Figura 5 se pueden apreciar las partes del
fruto.

El nicleo comestible es la semilla.
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Las almendras son una excelente fuente de
energia, y de nutrientes importantes como el
contenido de aceites oleicos y linoleicos, asi
como minerales (Na, Ca, Zn, Fe), proteinas y al-
gunas vitaminas (principalmente A, D, Ey B12).

Las industrias preparan la bebida a partir de la
adquisicion de una pasta de almendra pelada
y blanqueada. Mientras que los elaboradores
artesanales, producen la bebida a partir de la
almendra entera.

Produccion mundial

En la Ultima década la produccion mundial de
almendras ha aumentado mas de un 40%, y
el incremento es veloz ya que el almendro se
caracteriza por ser un arbol muy precoz. En
el primer ano ya presenta yemas fructiferas
que comienzan a producir al segundo afo.
Con un buen manejo puede obtenerse la pri-
mera cosecha comercial al tercer afio. Luego,
para aumentar la productividad se incrementa
la densidad de plantas hasta el séptimo afio
cuando se logra plena produccion.

En el periodo 2018-2019, Estados Unidos en-

cabezd la lista de paises productores con 1
millon de toneladas, seguido por Australia,

WORLD ALMOND PRODUCTION
Kernel Basis (Metric Tons)

con 80 mil toneladas, Espaiia, con 61 mil to-
neladas y Tunez, con 16 mil toneladas e Iran,
con 15 mil toneladas. (International Nut and
Dried Fruit Council, 2019). En la Figura 6 se
presenta la evolucion de la produccién mundial
de almendras desde el periodo (2008/2009)
hasta el (2018/2019) en el que se incremento
en un 42,6 %.

Produccion en Argentina

La superficie cultivada en nuestro pais tuvo un
fuerte decrecimiento en la década de 1990 por
la enérgica competencia de almendras chilenas
y espafiolas. Otro factor que contribuyo fue la
existencia de un gran porcentaje de variedades
de floracion temprana, que frecuentemente se
destruyen total o parcialmente por las heladas
primaverales. En los Ultimos afios, se realiza-
ron nuevas plantaciones con una seleccion de
variedades de floracién tardia. En la actualidad
Mendoza posee la mayor superficie plantada. La
Tabla 2 presenta la distribucién por provincia.

Método de produccion de la bebida de al-
mendras

La bebida de almendra es una dispersidn coloidal
de agua y almendras en pasta o en polvo. Por lo

200805 2050 XTI AMAZ 2NN 2MAN4 2MANS 2NANe 2NeNT 2MTNE 2mans

Fig. 6. Evolucion de la produccion mundial de almendras
Fuente: International Nut and Dried Fruit Council, 2019
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Tabla 2. Hectareas plantadas en provincias argentinas

Fuente: Iannamico, Cultivo del almendro, 2015

Mendoza
San Juan
La Rioja
Salta
Rio Negro-Neugquén
Otras
Total

tanto, cuando la bebida se produce a partir de
la almendra completa se requiere blanqueado
y molienda, de lo contrario, se debe adquirir
directamente la pasta. En la Tabla 3 se pueden
apreciar todos los ingredientes de una receta
tipica con sus respectivas proporciones.

Para evitar la separacion en fases, se utilizan los
estabilizantes. Ademas, éstos le otorgan una ma-
yor consistencia similar a la leche de vaca. Los
estabilizantes mas elegidos son la carragenina,

2.580
872
498
189
170
200

4.199

la goma gellan, la goma xantica y la goma guar.

En las instalaciones tipicas de una planta se mez-
cla el agua y la pasta en una tolva en la que se
puede agregar también la enzima, sin necesidad
de equipos adicionales. Se debera mantener la
bebida durante el tiempo requerido y también a
la temperatura deseada para que ocurra la hidro-
lisis de manera adecuada. Posteriormente, el tra-
tamiento térmico (Ultra alta temperatura (UAT) o
pasteurizacion) inactivara la enzima.

Tabla 3. Ingredientes de una receta tipica de bebida de almendras

Ingrediente / Proporcion (m/m) Funcion
Agua 93,0%
Pasta de almendras 2,5%
AzUcares (opcional) 2,0%

Lecitina de soja

0,1% Emulsificante

carragenina y/o monoésteres de glicerol.

Mezcla comercial de emulsificante/estabilizante 0,1%
Ejemplo: mezclas de monodiglicéridos, goma guar,

Emulsificante/
estabilizante

Maltodextrina

2,0% Edulcorante, estabilizante

Carbonato de calcio

0,2% | Fortificacion con calcio

Sal

0,1% Resaltador del sabor

Esencia de vainilla

0,1% Saborizante

M. D. Zamacona et al. - Empleo de enzimas en bebida de...
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Fig. 7. Esquema de equipos para produccion de bebida de almendras

En el caso de que se desee un producto co-
mercialmente estéril, se deberd realizar un
proceso UAT, normalmente con homogenei-
zacion integrada al mismo, y luego envasado
aséptico. El producto tratado de esta forma,
puede ser distribuido y comercializado a tem-
peratura ambiente. De lo contrario, se realiza
la pasteurizacion (también con homogenei-
zacion integrada), envasado y distribucion y
comercializacién refrigerados.

Como se trata un producto de baja acidez,
normalmente se aplican las mismas combi-
naciones de tiempo y temperatura que para
leche bovina, es decir:

UAT: 4 segundos a 138-140 °C y Pasteuriza-
cion: 20 segundos a 72 °C.

En la Figura 7 se presenta el esquema ilustra-
tivo de las instalaciones tipicas de una fabrica
de elaboracién de bebida de almendras (UAT):

Empleo de enzimas en la industria de
bebidas

La produccién de bebidas emplea herramien-
tas biotecnoldgicas hace cientos de anos. El
uso de enzimas y microorganismos empezo
a explotarse empiricamente, para convertirse

hoy en un dia en una especialidad técnica de
gran importancia econdmica. Actualmente se
hacen screening de microorganismos para se-
leccionar a los mas adecuados, se aprovechan
mutaciones e ingenieria genética, se inmovili-
zan enzimas, se producen complejos enzimati-
cos especificos, etc. Algunos ejemplos actuales
son el uso de lactasa en la industria lactea, la
clarificacién de jugos y vinos mediante pectina-
sas y celulasas, la manipulacién genética de la
levadura para cerveceria y vinicultura (Canta-
relli & Lanzarini, 1989).

Parte experimental
Materiales

. Complejo enzimatico Rapidase Extra Color ®
de Oenobrands (una compania de DSM Food
Specialties y Anchor Yeast) compuesto de pec-
tinasas, celulasas y hemicelulasas. Este insu-
mo, es importado y ampliamente empleado en
la industria vitivinicola en la region de Cuyo,
Argentina.

. Kit Glicemia enzimatica AA de laboratorios
Wiener.

. Bebida de almendras.
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La bebida de almendras empleada se elaboro
a partir de almendras enteras (no pasta), y se
pasteurizd (homogeneizacion integrada). Pre-
senta un pH de 5,75 (a 15°C) y una densidad
de 1,02 g/ml (a 15°C). Sus datos nutricionales
se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Tabla de datos nutricionales

Por 200 ml
Valor energético 48 keal
Carbohidratos 2 g
Proteinas 2 g
Grasas totales 4 g
Grasas saturadas 0,3 g
Grasas trans 0 g
Fibra alimentaria 1 g
Sodio 40 mg

Métodos

Hidrolisis de la celulosa a diferentes dosis
de enzima y temperatura

Se realizaron ensayos a distintas concentracio-
nes y temperaturas. Se emplearon las siguien-
tes dosis de enzimas: 1, 2, 3, 4 y 5 gramos de
complejo enzimatico por litro de bebida. El ran-
go de temperatura recomendado para el uso
de la enzima es de 10-50°C. La temperatura
de inactivacion es de 50°C, segun el fabricante.
El seguimiento de la hidrdlisis se pudo realizar
construyendo una curva de evolucién de gluco-
sa producida por esta reaccion a temperatura
de 32 °C. La medicion de la glucosa se puede
realizar mediante el método de la glucosa oxi-
dasa que cataliza la formacién de acido gluco-

nico, con liberacion de peroxido de hidrogeno.
El 4cido gluconico (pentahidroxicaproico) es el
producto de oxidacién de la D-glucosa en el
carbono 1.

CsH204 + H,0 + 0,
GOD
— HOCH,(CHOH),COOH + H,0,

GOD: enzima glucosa oxidasa

El peréxido a su vez reacciona con 4-aminofena-
zona y 4-hidroxibenzoato formando quinonimi-
na roja, cuya coloracion puede cuantificarse
mediante la absorbancia a 550 nm mediante
espectrofotometria.

H,0,+ 4 —animofenazona +
4 — hidroxibenzoato
POD — quinoniminaroja

POD: enzima preoxidasa

Para llevar a cabo este método se aplica una
muestra sobre una cubeta preparada con kit
reactivo, conformado por los elementos de la
Tabla 5.

El valor de absorbancia obtenido se contrasta
con el valor de la soluciéon estandar (concen-
tracion conocida de glucosa 100 mg/dl, 1 g/l).

Cuantificacion de la concentracion de fi-
bra en bebida de almendras, antes y des-
pués del tratamiento enzimatico

El principal objetivo de la hidrdlisis es reducir la
cantidad de celulosa, y no exactamente gene-
rar glucosa, que solo se logra si la hidrdlisis es

Tabla 5. Conformacion de kit para medicion de glucosa

Compuesto (origen) Concentracion
GOD (microbiana) >10kU/
POD (rabano) > 1kU/
4-Animofenazona 0,5 mmol/I
Fosfatos (buffer pH 7) 100mmol/I
Hidroxibenzoato 12 mmol/I
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total. Para verificar la hidrdlisis parcial alcan-
zada, se realizaron analisis de fibra bruta del
producto tratado a distintas concentraciones
de complejo enzimatico.

El método empleado fue AOAC 17a Ed. 978.10
basado en digestion acida y alcalina. La fibra
bruta medida por este método consiste en ce-
lulosa, principalmente. Por lo tanto, el valor
diferencial de fibra bruta entre muestras trata-
das y no tratadas correspondera a la celulosa
que (independientemente de alcanzar o no hi-
drolisis total a glucosa) alcanzd a transformar-
se y dejo de ser celulosa.

Reologia

Se empled un redmetro Discovery HR-2 de pla-
ca y cono (angulo 2°) y 40 mm de diametro
para caracterizar el comportamiento reoldgico
de las muestras con (D y E) y sin tratamiento
enzimatico (A). Los datos experimentales ob-
tenidos del esfuerzo de corte en funcion del
gradiente de velocidad se graficaron y se apli-
caron los modelos matematicos de la ley de la
potencia o de Ostwald de Waele (ecuacion 1)
y Herschel-Bulkley (ecuacion 2).

c=Ky" ()
6= o0, + Ky" ()

donde oy es el esfuerzo umbral, K el indice de
consistencia, n el indice de comportamiento al
flujo y y el gradiente de velocidad a un esfuer-
zo cortante dado.

La placa Peltier se ajustd a 25°C y se realiza-
ron curvas de esfuerzo (o) segln velocidad de
cizallamiento (1/y).

Los resultados obtenidos para las distintas
muestras fueron sometidos a un test estadis-
tico para determinar si eran o no significativa-
mente diferentes. Se empled el método ANO-
VA seguido del test de Tukey o Dunnett.

Evaluar las diferencias sensoriales entre
las muestras con y sin tratamiento enzi-
matico

Antes de realizar el analisis sensorial, se inac-
tivo la enzima mediante el proceso de pasteu-

rizacion a 72 °C durante 20 segundos.

Los consumidores participaron de un perfil
Flash, donde cada uno de ellos empled sus
propias palabras al describir las muestras de
alimento. De esta manera, se reduce la inver-
sion en tiempo y costo ya que no se requirieren
sesiones previas de entrenamiento de expertos
(Puma Isuiza & Nufiez Saavedra, 2018).

A pesar de ser un método relativamente nue-
Vo, existen ya varios antecedentes exitosos para
salsa de hongos, mermeladas, yogur, salchichas,
camaron ahumado, etc. (Silva Paz et al. 2016).

Los resultados multivariables de un perfil Flash
requieren un estudio estadistico complejo,
llamado andlisis de Procrustes generalizado
(GPA). La informacion inicial para la aplicacién
de esta técnica esta constituida por tablas de
datos conformadas por filas (los consumidores)
y columnas (los descriptores). Luego, se aplica
el método iterativo para eliminar variabilidades
entre los resultados empleando translacion, es-
calado y rotacion/reflexion, logrando para cada
muestra un valor de consenso de los respectivos
atributos que los consumidores hayan emplea-
do al describir las muestras (Pastor et al. 1997).

Una iteracion se completa, una vez que todas
las configuraciones se han transformado. La
configuraciéon consenso es calculada como la
media de todas las configuraciones individua-
les transformadas y se inicia una nueva itera-
cion. El proceso se repite hasta que el cambio
entre dos pasos consecutivos en las sumas de
cuadrados residuales sea menor que un valor
prefijado, generalmente se acepta 0,0001 (Del
Médico & Vitelleschi, 2015). En este caso, las
iteraciones se realizaron mediante el software
XLSTAT 2019.3.3 version de prueba (Addinsoft,
New York, NY, USA) y se permiti6 una tolerancia
de 0,00001.

Los valores consenso obtenidos, son puntos
que se ubican en un espacio de N dimensiones,
llamadas componentes principales. Por cuestio-
nes practicas, estas N dimensiones a considerar
suelen ser dos o tres.

Las N componentes principales, resumen infor-
macion de todos los descriptores que los consu-
midores hayan empleado pero en menor canti-
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Fig. 8. Componentes principales
Fuente: Rios Herrera, 2018

dad de dimensiones. En la Figura 8 se muestra
graficamente, cdmo se puede seleccionar
un plano (dos dimensiones) que contenga la
mayor cantidad de informacion respecto a la
distribucién de los puntos en el espacio tridi-
mensional.

Evaluar las diferencias en sedimentacion
de particulas de las muestras con y sin
tratamiento enzimatico

Se colocaron las muestras (tratadas con enzi-
ma (D y E) y sin tratar (A)) en la centrifuga.
Se observaron los sedimentos obtenidos y se
compararon cualitativamente.

Resultados y discusion

Hidroélisis: Efectos de la concentracion de
enzima

Las 5 muestras tratadas (B, C, D, Ey F, de 1,
2, 3,4y 5 g/L de enzima, respectivamente) asi
como la muestra sin tratar (A) se mantuvieron
agitadas en el agitador orbital termostatizadas
para alcanzar una temperatura de 32°C en la
bebida.

La muestra con la maxima concentracién de
enzima F (5 g/L) resultd muy dificil de disolver
debido a la formacién de grumos. El resto de
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Fig. 9. Evolucidn de la glucosa (mg/dl) segu

n dosis de enzima REC a 32°C
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las dosis resultaron facilmente solubles con
una agitacion ligera.

Los resultados del seguimiento de la reaccion
de hidrdlisis de celulosa mediante espectrofo-
tometria para cada una de las muestras con
diferentes dosis de enzimas se puede apre-
ciar en las curvas graficadas en la Figura 9 en
la que se graficd la concentracion de glucosa
con el tiempo de reaccion.

Con todas las dosis se obtuvo un valor final
similar en el rango de 290 a 317 mg/dl de
glucosa, siendo alcanzado en un tiempo de
aproximadamente 4 horas con la dosis menor
(B—1g/l) y en 1 hora 40 minutos con la dosis
mayor (F -5 g/l).

Reduccion de fibra bruta a causa de la
hidrélisis

Las muestras tratadas a 32°C (A-F), luego de
realizada la hidrdlisis fueron sometidas al en-
sayo de determinacion de fibra bruta (AOAC
17a Ed. 978.10). Los resultados se presentan
en la Tabla 6.

Para cada dosis de enzima se obtuvieron dis-
tintos valores de fibra bruta, siendo significa-
tivamente bajo en las muestras D, E y F, que
tenian mayores concentraciones de la enzima.

Pero debido a que para la dosis F (5 g/L) re-
sulto dificil de disolver y que no se lograron
resultados significativamente diferentes res-

Tabla 6. Contenido de fibra bruta segiin dosis de enzimas

Muestra/Dosis Fibra bruta (%om/m)
A (0g/L) 0,6
B (1g/L) 0,7
C(24g/L) 0,5
D (3g/L) 0,3
E (4 g/L.) <0,1
F(5g/L) 0,1
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Fig. 10. Evolucion de la formacion de glucosa para la muestra D con una dosis de REC
= 3 a/L v diferentes temperaturas (32°C y 13°C)
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Fig. 12. Cubetas A, D v E con hidrélisis avanzada

pecto a E, ni en formacion de glucosa, ni en la
eliminaciéon de fibra, se decidié descartar esta
concentracion para futuros ensayos.

Tras los resultados de la cuantificacion de fibra
y debido a que el objetivo principal es reducir
el contenido de celulosa, las concentraciones
D (3 g/L) y E (4 g/L) con menores contenidos
de fibra fueron seleccionadas para posteriores
estudios.

Hidrolisis: Analisis del efecto de la tem-
peratura

Considerando que en la industria alimenticia se
prefiere evitar procesos donde el alimento per-
manezca por lapsos prolongados en el rango de
temperatura de los microorganismos mesdfilos
(20 °C-45°C), se repitid el ensayo de hidrdlisis
a 13°C para las dosis de enzimas D (3 g/L) YE
(4 g/L). En las Figuras 10 y 11 se representan la
concentracion de glucosa en funcién del tiempo
para las diferentes dosis de enzima correspon-
dientes a las muestras D y E, respectivamente

a diferentes temperaturas (13 y 32°C).

En ambos casos (muestra D y E) se observa
gue se alcanzan similares valores finales entre
289-294 mg/dl aunque el tiempo necesario re-
sulta mas prolongado (aproximadamente 5 ho-
ras) para la temperatura de 13 °C.

El incremento de glucosa se puede apreciar fa-
cilmente por la coloracién de las cubetas. La
Figura 12 muestra las cubetas preparadas para
una etapa inicial y final de la reaccién de hi-
drolisis.

A mayor dosis de enzima (4 g/L) en E se pue-
de apreciar una coloracion rosada mas intensa
gue se condice con una mayor formacién de
glucosa, debida a una mayor degradacion de
la celulosa.

Comportamiento reolégico de las
muestras

La viscosidad podria tener un efecto directo so-
bre la percepcion sensorial del chalkiness.
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Se podria deducir que, a igual distribucion y ta-
mafo de particulas, se percibirda menos arenoso
mientras mas viscoso (Kokini, 1987).

El comportamiento reoldgico de la bebida de
almendras resultd representado satisfactoria-
mente mediante el modelo de Herschel-Bulkley.

En todos los casos se obtuvo un n < 1, evi-
denciando un comportamiento de fluido pseu-
doplastico. No se apreciaron diferencias entre
las muestras A (sin tratar) y D, E (tratadas en-
zimaticamente).

Las mediciones tuvieron que ser repetidas en
reiteradas ocasiones, debido al eventual posi-
cionamiento de alguna particula sdlida bajo el
cono del redmetro. Finalmente, se logré obte-
ner las siguientes curvas de esfuerzo de corte
en funcion de la velocidad de cizallamiento para
las diferentes muestras A, D y E (Figura 13):

La aplicacion propia del redmetro (TRIOS® TA
Instruments—Waters LLC) arroja la parametriza-
cion segun el modelo de Herschel-Bulkey, con

un R2 > 0,99 en los tres casos. Los parametros
se presentan en la Tabla 7.

Para cada uno de los tres parametros de Hers-
chel-Bulkey se realizd ANOVA seguido del test
de Tukey y el test de Dunnett mediante el
software XLSTAT 2019.3.3 version de prueba
(Addinsoft, New York, NY, USA). Ambos méto-
dos confirmaron que, con un intervalo de con-
fianza del 95%, se puede afirmar que las tres
muestras son iguales desde el punto de vista
reoldgico. Por consiguiente, el tratamiento en-
zimatico no afectd el comportamiento reoldgico
de la bebida vegetal. Cabe resaltar, que en el
redmetro no se puede colocar material parti-
culado del fondo. El analisis se hizo de la parte
liquida en todos los casos.

Analisis sensorial

Una vez confirmada la efectividad de la inacti-
vacion del coadyuvante tanto por la informa-
cion tedrica como por ensayo de seguimiento
de glucosa, la bebida resultd entonces segura
para ser ingerida por el panel de consumidores.

Tabla 7. Parametros de Herschel-Bulkey para las muestras A, Dy E

Muestra oy (Pa)
A -0,14
D -0,15
E -0,20

n K (Pa. s)
0,56 0,14
0,53 0,16
0,52 0,18
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Tabla 8. Muestras presentadas al panel de

consumidores

Muestra | Numeracion | Agregado Procesos

posteriores

A 348 Ninguno Tratamiento
térmico

MH 652 2,68 g/l de Tratamiento
sacarosa térmico

TH 188 5,36 g/l de Tratamiento
sacarosa térmico

D 107 3g/L de Tratamiento
REC térmico

E 676 4 g/L de Tratamiento
REC térmico

Se prepararon 5 muestras y se identificaron con
numeros de tres digitos establecidos al azar. En
la Tabla 8 se describe cada una de las bebidas
preparadas.

Siendo:

A: muestra de bebida natural, sin agregados
D y E: muestras con las dosis de enzima pre-
viamente estipuladas

MH y TH muestras con sacarosa agregada,
emulando el poder edulcorante para la hidroli-
sis total de la mitad de la celulosa a glucosa y
para el total respectivamente (MH y TH).

Después de 6 horas de hidrolisis, las muestras
con dosis E y D fueron inactivadas por el mé-
todo previamente descripto. Las tres muestras
restantes también fueron tratadas por el mis-
mo procedimiento térmico, Unicamente a fines
de igualar eventuales cambios de color y/o sa-
bor debidos a la pasteurizacion.

Al dia siguiente, se presentaron las muestras a
un panel de consumidores. Entre las 9.30 am
y 11 am se llamaron a 32 personas en grupos
de 8, a una sala acondicionada a 24°C y bebi-
da conservada a aproximadamente 18°C. Para
la primera sesion se dedicaron 20 minutos por

grupo.

A cada consumidor se le presentaron las 5
muestras, un formulario y un vaso de agua.
Las muestras se presentaron en vasitos de 50
ml, sirviendo aproximadamente 20 ml.

En la primera sesidn, los consumidores listaron
descriptores de sabor, textura y color con sus
propias palabras.

La segunda sesion fue individual y tomo 5 mi-
nutos por persona. En cada listado individual
se ayudd al consumidor a eliminar repeticiones
(arenoso y granuloso) o anténimos (suave y
aspero). Finalmente, cada consumidor desa-
rrollé entonces una lista propia de 3 a 7 atri-
butos, donde en la tercera sesion, ordend de
1 a 5 las muestras por intensidad de dichos
descriptores. Cabe resaltar que se permitieron
empates entre descriptores.

28 personas completaron las 3 sesiones. Los
28 consumidores reportaron un total de 110
atributos, algunos de ellos muy repetidos como
se ve en la Tabla 9. Mientras que otros 18 atri-
butos fueron mencionados por solo uno o dos
consumidores y no fueron considerados para el
analisis (ejemplo: aceitoso, picante o tostado).

Al permitir que cada consumidor empleara sus
propias palabras, los 92 atributos restantes es-
taban descriptos con diversos vocablos, pero
pueden normalizarse en 11 descriptores.

En algunos casos el texto libre se indica con
“(-)", haciendo referencia a que la secuencia de
calificacion de 1 a 5 del consumidor se invirtid
para el atributo normalizado. Durante el trata-
miento de datos, por ejemplo, para “dulzor” se
invirtié la secuencia de ordenamiento de quie-
nes juzgaron por “amargor”,
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Algunos atributos resultan de mayor interés
(+) para este trabajo como ser dulzor, gra-
nulosidad y aceptabilidad, en menor medida
también espesor, particulado y sabor a papel
ya que podrian afectar la aceptabilidad.

Los datos colectados fueron trasladados a
planillas de calculo y procesados mediante el
software XLSTAT. Se aplico el Analisis Procrus-
tes Generalizado que permitié identificar los
componentes principales y luego la ubicacion
consenso de cada muestra en referencia a di-
chos componentes principales.

Los 6 atributos del estudio, podrian resumirse
en 4 dimensiones sin perder informacion, sien-
do las dimensiones F1, F2 y F3 la de especial
interés por resumir el 96% de la informacion.

Tabla 9 — Descriptores del perfil Flash

En la Tabla 10 se indica el valor propio de cada
dimension y el porcentaje de la variabilidad to-
tal de la informacion que representa. Al repre-
sentar mas de una dimension, la informacion
disponible se acumula.

En la Tabla 11 se relaciona cada atributo con
las componentes principales.

Mientras que en la Tabla 12 se indican las coor-
denadas del consenso de cada muestra dentro
del espacio tridimensional que describe el 96
% de la informacion total.

La informacion las tablas Tabla 11 y Tabla 12
puede combinarse y representarse en el espa-
cio tridimensional, observado desde varios an-
gulos en la Figura 14.

Cantidad de | ¢Resulta
Descriptor Texto libre original consumidores de
normalizado que lo interés?
emplearon

Aroma a frutos secos | Aroma a almendras, olor a frutos 3 -
secos, olor a mani

Dulzor Dulce, dulzor, amargo(-), amargor(-), 12 +
muy dulce

Espeso (yo diria que  Espeso, viscoso, textura liquida(-), 14 +

es mas adecuado | textyra aguada(-), textura acuosa(-),

textura) diluido, aguado(-)

Granulosidad Granuloso, granulosidad, arenoso, 21 +
aspero, suave(-), rasposo

Aceptabilidad Aceptabilidad, aceptabilidad general, 11 +
aceptable, agradable en general

Sabor a frutos secos Gusto a nuez, sabor a almendra, 4 -
sabor a frutos secos, intensidad del
sabor a almendra

Opacidad Turbidez, blancura, opacidad, 5 -
intensidad del color, blanco/opaco

Intensidad del sabor | Intensidad del sabor, sabor a agua (-), 8 -
sabor aguado (-)

Sabor a papel Sabor a papel, gusto a papel, gusto a 7 +
cartén, cartén

Intensidad del aroma | Aroma, intensidad del aroma 3 -

Particulado Con sélidos, sélidos en suspensién, 4 +
sélidos sedimentables, concentracién
de particulas
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Tabla 10. Valores propios y acumulados

F1 F2 F3 F4
Valor propio 1,456 0,762 0,423 0,108
Variabilidad (%) 52,954 27,726 15,379 3,940
% acumulado 52,954 80,681 96,060 100,000

Tabla 11. Atributos y componentes principales

F1 F2 F3
Aceptabilidad 0,403 0,817 -0,342
Dulzor 0,508 0,158 -0,754
Espesor 0,643 -0,580 -0,282
Granulosidad -0,946 0,240 0,050
Papel 0,465 0,039 0,578
Particulado -0,706 0,681 0,065

Tabla 12. Coordenadas de las muestras

F1 F2 F3

D 0,009 0,690 1,189
TH 0,334 -0,362 -0,361
A -0,510 -1,543 0,193
MH -1,773 0,816 -0,589
E 1,940 0,399 -0,431
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Fig. 14. Espacio tridimensional de las componentes F1, F2y F3
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Para facilitar la visualizacion, interpretacion
y comparacion de las muestras, es preferible
trabajar con los planos principales (Figura 15,
Figura 16 y Figura 17):

En cuanto a los atributos, para conocer el
nivel de representacion que poseen en cada
plano, debe observarse la longitud del seg-
mento rojo. Por lo tanto, el dulzor y el “sabor
a papel” no pueden juzgarse con la informa-
cion del plano principal. Asimismo, segmen-
tos con angulos pequefios, como “granulosi-
dad” y “particulado” demuestran una fuerte

correlacion entre ambas variables (Rios He-
rrera, 2018). De la misma forma, “aceptabi-
lidad” y “dulzor” en el plano terciario. Ambos
atributos presentan segmentos largos y con-
forman un angulo pequeno, es decir que son
variables relacionadas también. Un angulo
amplio como el conformado por “particulado”
y “espesor” es evidencia de una correlacion
negativa entre ambos atributos. En cuanto al
rechazo por chalkiness, este efecto no parece
ser muy fuerte, puesto a que el angulo entre
“aceptabilidad” y “granuloso/arenoso” y “par-
ticulado” no es tan amplio.
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Fig. 17. Plano terciario

En cuanto a las muestras, la A resulta la mas
diferente al resto, por ubicarse lejos en el pla-
no de F1 y F2 que describe mas del 80% de la
variabilidad (Figura 15). Es la muestra de be-
bida de almendras sin agregados de sacarosa
y sin tratamiento enzimatico.

Las muestras A, MH, TH y E se encuentran
bien representadas en el plano principal mien-
tras que la muestra D tiene un fuerte compo-
nente de dimensién F3, que alli no se plasma.
Por lo tanto, cualquier comparativa para D
debe complementarse con otro plano.

Observando entonces las ubicaciones de las
coordenadas consenso en relacion a los atri-
butos, puede decirse que las muestras THy E
presentan mayor aceptabilidad que el resto y
en menor medida D, puesto que se aleja en el
eje F3. Es decir que el tratamiento enzimatico,
mejora la aceptabilidad general. La muestra
A, sin azlcar, ni tratamiento, resulta la mas
rechazada por amplia diferencia. Puede afir-
marse entonces que entre las muestras D y E,
mientras mayor es la dosis de enzima, mejor
aceptabilidad, aunque tiene menor relevancia
que el agregado de sacarosa (TH).

El orden de dulzor (TH, E, D, Ay MH) es bas-
tante similar al de aceptabilidad y parece ser el
factor mas determinante para la aceptabilidad.

La granulosidad esta fuertemente ligada con

la dimension F1, hacia el semieje negativo,
de lo que se desprende que el orden de gra-
nulosidad/arenosidad es: MH, A, D, TH y E.
Es decir, que el tratamiento logrd disminuir la
arenosidad y aspereza de la muestra respec-
to a la bebida sin tratamiento (A), pero que
grandes cantidades de sacarosa pueden en-
mascarar y ocultar este atributo.

En conclusidn, el tratamiento enzimatico E dis-
minuyé la granulosidad y aumentd el dulzor,
ocupando esta muestra la segunda posicion
para los consumidores encuestados a la hora
de determinar la aceptabilidad. El tratamiento
enzimatico D no disminuyd la granulosidad a
niveles perceptibles y aumento ligeramente el
dulzor, contribuyendo a una leve mejora de la
aceptabilidad. Es decir, que el agregado de 4
g/L de enzima fue la dosis que logré una me-
jora mayor en la bebida de almendras (mues-
tra E) y por lo tanto una mejor aceptabilidad
por parte de los consumidores.

Efectos de la hidrélisis en la sedimenta-
cion de particulas

Las muestras A sin tratar y las inactivadas tras
6 horas de hidrdlisis D y E se colocaron en una
centrifuga. Se llevd a una velocidad maxima
por 15 minutos. El sedimento quedé adherido
al fondo de los tubos de ensayos, como se
muestra en la Figura 18.

M. D. Zamacona et al. - Empleo de enzimas en bebida de...

Proyecciones, vol.18 n°.1, Abril de 2020

43



44

Fig. 18. Muestras tras centrifugacion

A simple vista se puede apreciar que las mues-
tras presentan un sedimento creciente de E ha-
cia A. Por consiguiente, a mayor dosis enzima-
tica incrementa la hidrolisis de la celulosa y se
reduce el sedimento

Conclusiones

1. Las fibras celuldsicas presentes en la bebida
de almendras pueden ser hidrolizadas enzimati-
camente, mediante el complejo enzimatico REC.
La velocidad de la hidrdlisis tiene una correla-
cién positiva con la temperatura de reaccion y
con la dosis de enzima.

La disminucion de celulosa producida por el tra-
tamiento enzimatico de la bebida de almendras
se evidencia por la disminucion de fibra bruta,
aumento de glucosa y por la reduccion del se-
dimento observado en el fondo del recipiente.

2. Dadas las condiciones de hidrolisis propues-
tas y el hecho de que el proceso tradicional
de pasteurizacién es suficiente para inactivar
la enzima, no se requieren etapas ni equipos
adicionales en una planta de elaboracion para
poder realizar la hidrdlisis. Solamente se debe
prever que el almacenamiento previo a la pas-
teurizacion y posterior al agregado de la do-
sis requerida de enzima sea suficientemente
prolongado para permitir el grado de hidrdlisis
buscado (ejemplo: 6 horas a 13°C si se han
dosificado 4 g/L de REC).

3. El consenso indica que la hidrolisis pro-
puesta, realmente mejora la aceptabilidad del
producto para una dosis de enzima de 4 g/L
(muestra E).

4. El simple agregado de sacarosa logra mejo-
res resultados de aceptabilidad que la hidrdlisis
enzimatica. La sacarosa parece haber enmas-
carado estos efectos de textura y amargor de
la celulosa.

5. La bebida de almendras mostré un compor-
tamiento pseudoplastico y las curvas de flujo
fueron modeladas muy satisfactoriamente con
el modelo de Herschel-Bulkley. La viscosidad
aparente disminuye a medida que aumenta el
esfuerzo de corte. Estas caracteristicas de flujo
deben ser tenidas en cuenta al agitar o bom-
bear el producto.

6. El comportamiento reoldgico de las mues-
tras tratadas enzimaticamente fue similar a la
de la muestra no tratada, puesto que el equipo
no acepta realizar la medicién ante presencia
de sdlidos y solo se debe colocar la parte fluida
de la bebida en el plato del redmetro. Por con-
siguiente, se puede afirmar que la parte fluida
de todas las muestras (A, D y E) presenta una
reologia similar.
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