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Resumen: En este estudio se biofuncionalizdé yogur caprino
mediante la incorporacién de un extracto de Hibiscus sinensis
(HS) obtenido en el laboratorio. Para ello se ensayaron cuatro
condiciones de extraccion sélido:liquido de bioactivos de
pétalos de HS: dos extractos acuosos a temperatura de
ebullicién (infusién y decoccién) y dos extractos con mezcla
etanol:agua a temperatura ambiente de 25°C (etanol:agua
70:30 y 50:50). Los extractos se caracterizaron mediante el
andlisis de pH, acidez titulable, color, sélidos totales (ST),
actividad antioxidante (AAO) y contenido de fenoles totales
(FT). Se seclecciond el extracto que presenté mejores
propiedades y se determind su toxicidad. El extracto etandlico
70:30 fue seleccionado por presentar la mejor AAO (IC50
33,9 + 0,4 pg/mL), mayor contenido de FT (14545 mgAGE/
gST) y de ST (18,6+0,8 g/mL). La concentracién letal hallada
(554,84 + 5,1 ppm) permitié fijar el limite méximo de
incorporacién de extracto de HS al yogur caprino. Se
elaboraron yogures en cinco niveles de incorporacién de
extracto de HS, 0 ppm (control) (C0), 100 ppm (C1), 200
ppm (C2), 300 ppm (C3) y 400 ppm (C4). Se analizd en las
muestras el pH, acidez titulable, textura, porcentaje de
sinéresis, color y actividad antioxidante, en los dias 1, 7, 14, 21
y 28 de almacenamiento refrigerado a 4°C. Se observé que las
concentraciones entre C1 - C3 producen disminucién del pH
e incremento de acidez hasta el dfa 21. A partir del dia 14 la
sinéresis disminuye a medida que se incrementa la
concentracién de HS. La actividad antioxidante incrementé de
forma concomitante al aumento de HS. Se seleccionaron los
yogures C3 por presentar mejores resultados y se sometieron a
andlisis sensorial por panel de consumidores, junto al control.
Se encontraron diferencias significativas en la textura y el sabor
de las muestras. El agregado de HS aumenté la valoraciéon

global del yogur caprino.

Palabras clave: biofuncionalizacién, actividad antioxidante,
fenoles totales, textura, sinéresis.

Abstract: In this study, goat yogurt was biofunctionalized by
incorporating an extract of Hibiscus sinensis (HS) obtained in
the laboratory. For this, four solid:liquid extraction conditions
of the bioactives from the HS petals were tested, two aqueous
at boiling temperature (infusion and decoction) and two
ethanol:water mixtures at room temperature of 25°C
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(ethanol:water  70:30 and 50:50). The extracts were
characterized by analyzing pH, titratable acidity, color, total
solids (TS), antioxidant activity (AAO) and total phenolic
content (TF). The extract that presented the best properties
was selected and its toxicity was determined. The 70:30
ethanolic extract was selected because it presented the best
AAO (IC50 33.9 + 0.4 pg/mL), the highest content of TF
(145 + 5 mgAGE/gST) and ST (18.6 + 0.8 g/mL). The lethal
concentration found 554.84 £ 5.1 ppm allowed us to set the
maximum limit of extract incorporation in goat yogurt.
Yogurts were prepared at five levels of HS extract
incorporation, 0 ppm (control) (C0), 100 ppm (C1), 200 ppm
(C2), 300 ppm (C3) and 400 ppm (C4). The samples were
analyzed for pH, titratable acidity, texture, percentage of
syneresis, color and antioxidant activity, on days 1, 7, 14, 21
and 28 of refrigerated storage at 4°C. It was observed that
concentrations between C1 - C3 produce a decrease in pH and
an increase in acidity until day 21. From day 14, syneresis
decreases as the concentration of HS increases. Antioxidant
activity increased concomitantly with the increase in HS. C3
yogurts were selected for presenting better results and were
subjected to sensory analysis by a panel of consumers along
with the control. Significant differences were found in texture
and flavor. The addition of HS increased the overall rating of

goat yogurt.

Keywords: biofunctionalization, antioxidant activity, total
phenols, texture, syneres.
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Introduccién

En los tltimos anos, los productos alimenticios que proporcionan a los consumidores beneficios para la salud,
han ganado cada vez més atencién en el mundo (Klop¢i¢ et al.,, 2019; Miklavec et al., 2015). Actualmente el
mercado ofrece productos con incorporacién de compuestos bioactivos y su demanda va en aumento debido
a que cada vez son més los consumidores que eligen un estilo de vida saludable (Cais-Sokolinska &
Walkowiak-Tomczak, 2021). Los compuestos bioactivos pueden provenir de diversas fuentes, una de ellas es
a través de extractos herbales que proporcionan importantes fitoquimicos con propiedades funcionales.

La planta de Hibiscus sinensis (HS) es originaria de Asia, pertenece a la familia de las malvaceae y es de
floracién anual. Su flor presenta numerosos compuestos funcionales, entre ellos flavonoides, antocianinas,
alcaloides y 4cidos grasos esenciales, entre otros. Estos compuestos pueden proporcionar beneficios
significativos para la salud humana debido a la presencia de sus compuestos antioxidantes (Rengarajan et al,,
2020). La flor de HS es consumida principalmente en infusiones sin embargo, sus extractos se aplicaron en
diferentes matrices alimentarias como licores y jugos, entre otros, mejorando la calidad sensorial,
microbiolégica y funcional de los productos adicionados (Arencibia et al., 2021).

El yogur es un producto licteo obtenido por fermentacién de bacterias dcido lécticas (LAB) de amplio
consumo en el mundo. Este producto promueve la salud y es beneficioso por prevenir enfermedades y
mejorar el sistema inmunolégico (Tamime & Robinson’s, 2007; Zheng et al., 2020). Sin embargo, no se lo
considera una fuente importante de sustancias bioactivas, por lo que diferentes autores recomiendan la
incorporacién de extractos vegetales para enriquecer la matriz (Bertolino et al., 2015); en este sentido se han
utilizado principalmente hojas, tallos, semillas y en menor medida extractos de flores. Recientemente se ha
estudiado la fortificacién de yogures con diversos extractos vegetales, como ser el extracto de moringa (Zhang
et al.,, 2019), semillas de chia (Kwon et al., 2019), pulpa de frutilla concentrada (Jaster et al., 2018) y extracto
de semilla de camu-camu (Fidelis et al., 2020), los cuales lograron mejorar las propiedades funcionales,
texturales, microbioldgicas y sensoriales del yogur.

Tomando como referencia los antecedentes sobre el tema, en este trabajo se aborda el estudio de extractos
acuosos y etanélicos de la flor de Hibiscus sinensis, la caracterizacion de esos extractos y la seleccion de aquel
con mejores propiedades antioxidantes para adicionar a un yogur de leche de cabra. Se busca ademds conocer
la cantidad maxima segura de extracto a incorporar al yogur y el efecto de su adicién sobre las propiedades
fisicoquimicas, texturales y sensoriales del producto, durante 28 dias de almacenamiento.

Desarrollo

Diserio Experimental

Se utilizé un disefio escalonado. El método de extraccion y la concentracién de la mezcla de solventes fueron
las variables del primer escaldn. Se estudiaron las propiedades funcionales de los extractos obtenidos para
determinar el efecto del método de extraccion y seleccionar el extracto con las mejores caracteristicas
(principalmente actividad antioxidante y citotoxicidad). En la segunda etapa se utilizaron como factores la
concentracién de extracto de HS a incorporar al yogur y el tiempo de almacenamiento refrigerado, ambos en
cinco (5) niveles de aplicacién. Se analizaron pardmetros quimicos, fisicoquimicos, texturales y sensoriales de
las muestras, para seleccionar aquella/s con las mejores caracteristicas. Sobre la muestra seleccionada y una
muestra control se realizé un andlisis sensorial.
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Obtencidn y acondicionamiento de pétalos de Hibiscus sinensis:

Se recolectaron flores rosadas de HS cortadas con tallos de 10-15 ¢m de largo en San Salvador de Jujuy
(latitud: 24° 14' 18.363" Sur; longitud: 65° 15' 17.762" Oeste). Las flores se transportaron para su andlisis y
procesamiento en forma inmediata, protegiendolas de dafos fisicos y de la luz solar.

La colecta se realizé durante los meses de diciembre a marzo, época de mayor densidad floral, en dias
soleados, en horas previas a la salida del sol y con dos dias anteriores sin precipitaciones.

Las muestras de HS se acondicionaron separando los pétalos cuidadosamente del caliz. El contenido de
humedad de los pétalos se determind por triplicado empleando la estufa Faeta a 60 + 2°C hasta peso
constante, segun el Método AOAC 927.05

Los pétalos se lavaron con agua destilada y se secaron en estufa de conveccién (marca Memmert) a 30 + 2
°C hasta alcanzar peso constante. El tiempo de secado fue alrededor de 48 hs.

El material seco se colocd en bolsas de polietileno de alta densidad, se envasé al vacio (envasadora marca
Busch 98% de vacio) y se almacend a temperatura de 25°C y al resguardo de la luz, hasta la preparacién de los
extractos.

Obtencion de extractos polares de pétalos secos de Hibiscus sinensis:

Se prepararon cuatro extractos polares:

Extractos acuosos:

Infusién:Se siguié el método propuesto por Rao et al. (2012)utilizando 20 mL de agua destilada a
temperatura de ebullicién por g de pétalos secos, dejindose en contacto por 5 minutos.

Decoccidn:Segin lo reportado por Zampini et al. (2009) se trabajé con 20 mL de agua por gramo de sélido
seco y se llevo a ebullicién por 2 min.

Extractos Etandlicos: Se siguié el método sugerido por Bazalar Pereda et al. (2016), usando proporciones
etanol: agua 70:30 (v/v) y 50:50 (v/v) en relacién 20 mL de mezcla de solvente por gramo de sélido. Se
sonicé utilizando el equipo Cole-Parmer 8890 por 20 minutos a 42 kHz.

Para cada extraccidn se usaron tres réplicas. Los extractos obtenidos, tras filtrarse con papel Whatman N°1,
se llevaron a volumen final de 100 mL y se conservaron por congelacién a -10°C hasta el momento de su
andlisis.

Andlisis de los extractos polares de Hibiscus sinensis:

A todos los extractos obtenidos se le realizaron las siguientes determinaciones:

pH: utilizando un peachimetro marca Hanna con precisién + 0,01.

Acidez: por titulacién dcido-base segtin el método AOAC 18th Ed. 942.15. Los valores fueron expresados
en base a dcido citrico.

Color: se utiliz6 un colorimetro Hunter Lab proporcionando los pardmetros de la escala CIELAB:

Para evaluar el grado de percepcién en la coloracion, se determiné con base en la ecuacién del sistema
CIELAB (Griebeler, 2013), definida por:

AE=\VAL*+ A+ AD®

Donde:

AE: Variacién o alteracion total del color;

AL: Variacién de luminosidad (L*) entre las mediciones;

Aa*: Variacién del verde al rojo (a*) entre las mediciones;
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Ab*: Variacién del azul al amarillo (b*) entre las mediciones.

Para inferir sobre la variacién total del color (AE), entre los diferentes extractos, se utilizaron como
referencia los criterios propuestos por Mendoza et al. (2015), siguiendo la clasificacién:

Despreciable: 0,0 < AE < 0,5;

Ligeramente perceptible: 0,5 < AE < 1,5;

Notable: 1,5 < AE < 3,0;

Apreciable: 3,0 < AE < 6,0;

Muy apreciable: 6,0 < AE < 12,0.

Contenido de sélidos totales: se determiné por evaporacion de SmL de extracto, en estufa Faeta a 60°C hasta
alcanzar peso constante (método gravimétrico). Los resultados se expresaron en mg/mL de sélidos totales
(ST).

%ST =1++100

Donde:

m: masa del extracto seco, mg

v: volumen del extracto, mL.

Actividad antioxidante:

Se evalud la actividad antioxidante frente al radical DPPHe (2,2-diphenyl-l-picrylhydrazyl) segin lo
descrito por Saluzzo et al. (2018).

En una placa de 96 pocillos se colocaron 25 uL de la muestra a ensayar y se agregaron 200 uL de solucién de
DPPH. Se dejé en reposo 30 minutos y se leyd en el Lector de Microplacas Epoch (de Biotek®) a una longitud
de onda de 517 nm. Los datos se expresaron en IC50 (en ug/mL), valor correspondiente a la concentracién
de los extractos que captan el 50% de los radicales de DPPH.

Contenido de fenoles totales:

La evaluacion del contenido de fenoles totales se realizd por el método colorimétrico usando el reactivo
Folin- Ciocalteu (FC), basado en las técnicas de Ainsworth & Gillespie (2007).

Se obtuvo una curva de calibracién con el estindar patrén de Acido Gélico (AG). El reactivo FC se anadi6
a las muestras a evaluar y se leyd, transcurridos 60 minutos, en el lector de Microplacas Epoch (de Biotek®) a
765 nm. Los resultados se expresaron como concentracién en mg de 4cido gélico equivalente en el extracto
mg de EAG/g Sélidos Solubles Totales.

Ensayo de citotoxicidad:

El grado de toxicidad de los extractos se analizd a través de un bioensayo utilizando camarones de mar
(Artemia salina Leach). Los extractos se testearon por triplicado en concentraciones iniciales de 10, 100, 500
y 1000 ppm (ug/mL), respecto a su capacidad de producir la muerte de larvas de Artemia salina (Barbosa et
al., 2009). Se sembraron 10 larvas en cada tubo de muestra con agregado de solucién salina y a las 24 hs se
procedié a contar las larvas sobrevivientes. Para cada concentracién se llevd a cabo una muestra control. Se
determiné la concentracién letal media (CL50) con el software SPSS utilizando un anilisis Probit.

El grado de toxicidad se definié en funcién del rango en que se encontraron los valores de CL50 de
acuerdo con las categorias siguientes: fuerte actividad citotdxica (CL50 < 100 pg/mL), moderada actividad
citotéxica (100 < CL50 < 500), débil actividad citotdxica (500 < CL50 < 1000) y no téxica (CL50 >1000
ug/mL) (Barbosa et al., 2009; Bazalar-Pereda et al., 2018).

Cada determinacidn se realizé por triplicado, usando ademas tres réplicas.

Para la seleccién del mejor extracto se empled como criterio el poder antioxidante, el contenido de fenoles
totales y de solidos totales. El extracto seleccionado se secd a 30 + 2 °C se envasé en bolsas de polietileno al
vacio (envasadora marca Busch 98% de vacio) y se conservé en refrigeracién a 4°C hasta el momento de su
uso.
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Se calculé el rendimiento del extracto seco como relacidon entre la masa de extracto seco obtenida y la
cantidad de pétalos secos utilizada.

rendimiento = %V 100

Donde:

m1: masa del extracto seco,

m2: masa de pétalos secos.

Color: se determind el color del extracto seco tal como se describié anteriormente.

Leche de cabra

La leche de cabra se obtuvo de un tambo caprino de productores de la localidad de Huacalera, El Perchel,
Jujuy, Argentina. Inmediatamente tras el ordene, se transfirié a recipientes plasticos sanitizados y se
transport6 bajo refrigeracién 4-8°C. Se extrajo inmediatamente una muestra para analizar su calidad y se
procedié a pasteurizar el resto.

Andlisis de calidad de la leche cruda

Se determinaron los siguientes pardmetros de calidad por triplicado.

PH: se utilizé un peachimetro digital marca HANNA con precisiéon + 0,01.

Acidez: a través de una titulacién 4cido-base, expresada en porcentaje de 4cido lictico. Método AOAC
18th Ed. 947.05

Densidad: segtin el método AOAC 18th Ed. 925.22

Prueba del azul de metileno: segin (Morales V., 2005).

Determinacion de la Composicion de la leche cruda

Se realizé el estudio de la composicion segin métodos A.O.A.C. (16 th Ed. 1995). Proteinas Totales (N
6,38): Método Kjeldahl, A.O.A.C. 955.04 c. Materia grasa: Método Gerber, AOAC 932.06. Sélidos totales:
Método AOAC 927.05, norma FIL-21: 1962 de la federacién Internacional de lecheria. Cenizas: Método
AOAC 945.46. Carbohidratos: se calcularon por diferencia tomando en cuenta las determinaciones
anteriores (Iturbe & Sandoval, 2011).

Elaboracién de las muestras de yogur de leche de cabra con la inclusion de extracto polar de pétalos de

Hibiscus sinensis

Se estandarizé el contenido graso de la leche a 3% p/v y su contenido de sélidos no grasos, anadiendo un 7%
de sacarosa comercial y un 3% de leche descremada en polvo comercial. Posteriormente la mezcla lactea
atraves$ una etapa de pasteurizacién a 85°C por 15 minutos y se enfrié ripidamente en un bano de agua fria
hasta alcanzar 40°C. Se llevé a recipientes de 50 mL previamente sanitizados, donde se inoculd con cultivo
lactico comercial YF-L811 Yo-Flex Chr. Hansen formado por Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus. Simultineamente se anadié el extracto seco de Hibiscus sinensis
seleccionado, en cuatro niveles de concentracién 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm y 400 ppm. Se elaboré una
muestra control utilizando leche estandarizada sin el agregado del extracto de HS (0 ppm). La fermentacién
se desarrollé a temperatura controlada (40 + 2°C) hasta alcanzar pH=4,6 * 0,2. Se enfrié rdpidamente en
bafio de agua fria y luego se almacenaron las muestras bajo refrigeracién (4-6°C) hasta el momento de su
analisis.

Medicion de propiedades Fisicas

Se analizaron las muestras a los dias 1, 7, 14, 21 y 28 por triplicado. Se midieron: pH, Acidez segtn el
método AOAC 947.05 y color, al inicio del almacenamiento.
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Grado de Sinéresis: Se siguié el método sugerido por Pluta et al. (1999) usando una centrifuga Presvac
(DCS-16-RV) a 3800 rpm por 10 minutos. Se pesd el sobrenadante obtenido. El porcentaje de sinéresis se
calculd de la siguiente manera:

e T J — Lo
peEsD del soDrenadanity
1 SINEresis =+ & 100
.'1:"\|'-..|.|' la muestra

Andlisis del perfil de Textura

Se realizé el ensayo de textura tipo TPA (doble penetracion) utilizando un émbolo cilindrico de 12.7mm
(P10) y haciendo uso del equipo TA-XT plus instrument. El equipo se vincula con el software “Exponent” el
cual mostrd los valores de los pardmetros de firmeza, adhesividad, cohesividad, gomosidad, resiliencia y
elasticidad. Para el estudio se usaron frascos cilindricos de 6 cm de altura y 4,5 cm de didmetro, conteniendo
50 mL de muestra. Se usé una sonda (P10) con una velocidad de penetracién de 1 mm/seg, distancia de
penetraciéon 10 mm, fuerza de activacién de 5 gy tiempo de espera de 5 segundos antes de realizar la segunda
compresion.

Determinacion de la actividad antioxidante en el yogur

Se siguid el método propuesto por Cuijiao et al. (2019) con modificaciones. Se centrifugaron 100 g de yogur
de cada muestra a 5000 rpm durante 5 min, utilizando una centrifuga Combi 514-R y manteniendo la
temperatura a 4 °C. Los sobrenadantes se sometieron a una segunda centrifugaciéon en las mismas
condiciones. Se realizaron dos centrifugaciones posteriores en las mismas condiciones, anadiendo 3 mL de
metanol a 10 mL del sobrenadante. El sobrenadante resultante se utilizé para la medicién de la actividad
antioxidante tal como se describié anteriormente. Los resultados se expresaron como porcentaje de
decoloracién de DPPH. Este ensayo se realizé unicamente en el dia 28, final del almacenamiento refrigerado.

Andlisis sensorial

La muestra que presentd las mejores caracteristicas se sometié a andlisis sensorial, usando como muestra
control un yogur de leche de cabra con 0% de HS. Se recurri6 a un panel no entrenado de consumidores no
habituales (evaluacién por consumidor) formado por 30 personas. Para registrar las diferencias de
sensibilidad los participantes realizaron la degustaciéon de ambas muestras en forma simultinea. Se
determinaron caracteristicas sensoriales propias del producto y aceptabilidad global, mediante una escala
hedénica de 9 puntos (Pastor et al., 2008). Se evaluaron los siguientes atributos: Consistencia, Cremosidad,
Grumosidad, Acidez, Dulzura, Amargor, Sabor caprino, Sabor a yogur.

Andlisis Estadistico

Los datos obtenidos para cada estudio planteado se examinaron usando la prueba de rangos multiples de
Tukey, con un nivel de confianza del 95%. La diferencia entre medias se analizé utilizando el software
Statgraphics Centurion XV. Para analizar los datos obtenidos de los ensayos de actividad antioxidante,
contenido de fenoles totales y de citotoxicidad se utilizé el programa estadistico IBM SPSS Statistics 26.
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Resultados

Los pétalos frescos de HS presentaron un contenido de humedad de 88,2 + 0,4 % g/100g, similar a lo
reportado por Sugumaran et al. (2012): 89,8 + 0,08%, y Al-Snafi (2018): 87,6 + 0,11%.

En la Tabla 1 se muestran los valores de la actividad antioxidante (AAOx), el contenido de fenoles totales,
solidos totales, acidez, pH y pardmetros de color de las cuatro muestras de extractos polares de HS.

Tabla 1
Actividad antioxidante, contenido de fenoles totales, solidos totales, acidez y pH de los Extractos de HS
Extractos
Etanolicos (etanol: Acuosos
agua)
70:30 50:50 Infusion | Decoccion

AAOXx

33,9+0,4° | 38,7+0,8° | 99,4+0,5¢ | 50,9+0,2°
IC 50 (pg/mL)
Fenoles
Totales 1455 713 80+2° 671
(mgAGE/g - - - -
d.b.)
Solidos
Totales 18,6+0,8° | 16,4+0,1° | 8,0+0,2* | 14,7+0,1°
(g/mL)
Acidez
(g acido 15+0,1° | 1,4+02° | 1,9+0,1° | 1,6+0,2*
citrico/L de
extracto)
pH 6,30%0,01° | 6,10+0,01° | 5,72%0,017 | 5,81%0,02°

Valores promedio en la misma fila con letras distintas son significativamente diferentes (P< 0,05).

En la Tabla 2 se muestran los pardmetros de color de las cuatro muestras de extractos polares de HS.

Tabla2
Pardmetros de color de los Extractos de HS
Extractos
Etanolicos (etanol: agua) Acuosos
70:30 50:50 Infusion Decoccion
L 41,3+01° 293+01° 40,8 + 0,3 © 19,0 +0,2°
a* | 39,05 + 0,04 © 429+ 0,1° 33.3x01° 387 £02°
B* 368 +0,1° 396 + 01 ° 23,1+01° 246 +03°

Valores promedio en la misma fila con letras distintas son significativamente diferentes (P< 0,05).

Las diferencias de color percibidas, calculadas como AE para cada tipo de extracto, se muestran en la Tabla

3.

Tabla 3

Percepcion del color
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| Extractos || AE |

| 70:30y50:50 ][ 12,91 ]

| 70:30 cInfusién || 14,87 |

| 70:30 y decoccién || 25,42 |

| 50:50cinfusion  |[ 22,29 |

| 50:50 y decoccién || 18,67|

| Infusién y decoccién || 22,51 |

Segtin la clasificacién propuesta por Mendoza et al. (2015), todos los extractos presentaron una diferencia
de color apreciable. La diferencia de color mayormente percibida fue entre el extracto etanélico 70:30 y la
decoccion. Esto puede deberse a la diferencia de luminosidad entre los extractos.

Seleccion de extracto y caracterizacion

La seleccion del mejor extracto se basé principalmente en las mejores propiedades antioxidantes, mayor
contenido de polifenoles totales y de solidos totales. La coloracién del extracto también fue valorada,
descartiandose las tonalidades amarronadas, ya que los potenciales atributos de color que impartirian al yogur
serfan desfavorables. Rincén-Ruiz (2016), reportd tras un estudio basado en encuestas al consumidor, que los
colores mayormente aceptados en el yogur se encuentran en la gama de los rojos-rosados. Otro aspecto
considerado fue el pH del extracto; se considerd adicionar a la mezcla lictea aquellos extractos con valores de
pH cercanos al de la leche.

El extracto etandlico 70:30 fue seleccionado y anadido en la elaboracién del yogur, para lo cual se sec6 a
30°C previamente a su uso. El extracto seco presenté los siguientes parametros de color L: 17,3540,1, a*:
33,90+0,08 y b*: 2,1840,2; rendimiento 3,1+0,5 g extracto seco/100g pétalo seco y respecto a la
citotoxicidad con Artemia salina se obtuvo una concentracién de 554,84 + 5,1 CL 50 (ug/mL), valor
mdximo a utilizar.

Caracterizacion fisicoquimica y de calidad de la leche

Los parametros de calidad higiénico-sanitaria de la muestra de leche cruda analizada fueron: pH 6,65 +
0,015, Acidez 16,61 + 0,255 °D, densidad 1,0314 g/mL y un tiempo de decoloracién del azul de metileno
mayor a 5,5 hs.

Los resultados del analisis de composicién quimica de la leche cruda fueron: Proteinas 4,74 + 0,06 g/100g;
Grasa 5,35 + 0,07 g/100g; Hidratos de carbono 4,49 + 0,07 g/100g y Sélidos totales 15,42 + 0,1 g/100g.

Los valores reportados de calidad higiénico-sanitaria y de la composicion de la leche cruda cumplen con las

especificaciones establecidas en el articulo 555 capitulo VIII del CAA.
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Efecto de la incorporacion del extracto etandlico 70:30 en la elaboracion de yogur de leche de cabra

El extracto seleccionado se aplicd en cuatro concentraciones: 100 ppm (C1), 200 ppm (C2), 300 ppm (C3) y
400 ppm (C4). Ademds, se elaboré una muestra control 0 ppm (CO0).

En la Tabla 4 se muestran los valores de pH obtenidos para cada una de las muestras de yogur estudiadas,
durante los 28 dias de almacenamiento refrigerado a 4°C.

Tabla 4
PpH de las muestras de yogur elaboradas con diferentes concentraciones de extracto de HS, durante el almacenamiento
Dia de pH
Almacenamien

to co c1 c2 c3 ca
1 4,64 £ 0,01 4,59 ‘%0,01 4,57 1"0.01 4,55 + 0,02 4,51 ‘: 0,02
7 4,47 + 0,02 4,41 + 0,01 4,39 l 0,01 4,37 + 0,01 4,39 + 0,01
14 4,22 + 0,02 4,16 + 0,02 4,11 £ 0,01 4,08 + 0,02 4,10 £ 0,01

< @ A A p
21 4,09 £ 0,01 4,06 £ 0,01 4,05 £ 0,01 4,03 = 0,01 4,05 £ 0,01

bC b8 bAB bA bAB
28 4,02 £ 0,02 4,00 1 0,01 3,99 + 0,01 3,99 + 0,02 4,00 £ 0,02

Letras miniisculas distintas en columnas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05), en un tratamiento para distintos tiempos. Letras
maytsculas distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05), en distintos tratamientos para un mismo tiempo.
CO: muestra control, C1: yogur con 100ppm de extracto seco de HS, C2: yogur con 200ppm de extracto seco de HS, C3: yogur con 300ppm de extracto
seco de HS, C4: yogur con 400ppm de extracto seco de HS.

Se constatd que la concentracién de extracto incorporado ejerce influencia en el pH. Cuando se aumenta
la concentraciéon (entre CO y C3) el pH disminuye para todos los tiempos analizados. Se observa cierta
estabilizacion en los valores de pH entre concentraciones C2 y C4, a partir del dia 7. Los valores de pH mds
bajos se registraron el dia 28 para todas las muestras analizadas.

En la Tabla 5 se muestran los valores de acidez de las muestras de yogur con diferentes concentraciones de

HS.

Tabla s
Efecto de la concentracion de HS y del tiempo de almacenamiento sobre la acidez de las muestras.
Dia de Acidez (g ac lactico/100g) para cada concentracion de extracto seco
Almacenamie de HS
nto

co c1 c2 c3 ca

1 0,74 = 0,01 0,85 + 0,01 °* | 0,82 + 0,01 * 0.81 + 0,02 0,83 + 0,02
aA a8 aBC

7 0,84 + 0,02 0,96 + 0,01 * | 0,97 + 0,01 * 0,94 + 0,01 0,92 + 0,01
bA bBC b8

14 0,93 = 0,01 0,99 = 0,02 0,98 + 0,01 F 1,00 + 0,02 0,97 £ 0,01
A beB 8 &)

21 0,96 + 0,01 1,01 £0,01 ¥ | 1,07 £ 0,01 © 1,08 = 0,01 1,03 £ 0,01

28 0,97 £ 0,01 1,01 £0,01 ¥ | 1,10 = 0,01 = 1,09 = 0,02 1,03 = 0,02
dA a« d8

Letras miniisculas distintas en columnas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05), en un tratamiento para distintos tiempos. Letras
maytsculas distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05), en distintos tratamientos para un mismo tiempo.
CO: muestra control, C1: yogur con 100ppm de extracto seco de HS, C2: yogur con 200ppm de extracto seco de HS, C3: yogur con 300ppm de extracto
seco de HS, C4: yogur con 400ppm de extracto seco de HS.
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Los valores de acidez entre C0O y C2 presentaron diferencias significativas con respecto a la concentracién
de HS. Las muestras incrementaron su acidez con el tiempo, hasta los 21 dias, a partir de los cuales se observa
una tendencia a la estabilizacién. Los valores de acidez de la muestra control fueron menores a los de las
muestras con las diferentes concentraciones de HS, para todos los tiempos estudiados.

Todos los valores registrados de acidez cumplen con las especificaciones del CAA, el que establece en su
articulo 576 capitulo VIII, que la acidez puede variar desde 0,6 a 1,5 g acido lactico/100 g de yogur.

En la Tabla 6 se muestran los resultados respecto a la variacién de la sinéresis con diferentes
concentraciones de HS.

Tabla 6
Efecto de la concentracion de HS y el tiempo de almacenamiento en la sinéresis de las muestras.
Dia de Sinéresis en distintas muestras de yogur
Almacenamien

to co c1 c2 c3 ca

1 0,68 + 0,96 ** | 5,41 = 0,56 ** 5.36 + 0,23 * 6,39 + 0,63 * 5,99 + 0,56
7 633 124" | 7,71 £118% 10,21 = 0,84 11,55 * 0,26 11,52 + 0,72 *
14 17,10 = 0,48 18,03 = 0,74 15,08 = 1,08 11,75 I 1,57 12,41 + 0,84 ™
21 19,31 * 0.34 ‘,8'75 + 1,08 16,34 T 0.46 15,38 7’ 0.75 13,64 + 0,31 <
28 23,25 + 0,55 22,10 £ 0,50 18,63 I 1,53 16,59 1’ 0.31 15,24 + 1,05 %

Letras miniisculas distintas en columnas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05), en un tratamiento para distintos tiempos. Letras
maytsculas distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05), en distintos tratamientos para un mismo tiempo.
CO: muestra control, CI1: yogur con 100 ppm de extracto seco de HS, C2: yogur con 200 ppm de extracto seco de HS, C3: yogur con 300 ppm de extracto
seco de HS, C4: yogur con 400 ppm de extracto seco de HS.

La sinéresis se incrementd durante el tiempo de almacenamiento refrigerado, para todas las muestras
estudiadas. A partir de los 14 dias todos los sistemas comenzaron a estabilizarse. A partir de este tiempo de
almacenamiento, la adicién de concentraciones crecientes de HS logré disminuir el grado de sinéresis. A
mayor tiempo de almacenamiento las muestras con el agregado de HS presentaron menor sinéresis que la
muestra control.

En la Tabla 7 se muestran los resultados del ensayo de textura en las muestras con diferentes
concentraciones de HS.

Tabla7
Perfil de textura de yogures enriquecidos con extracto de HS.
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Almacenamiento, FIRMEZA (g)
o co c =] 3 c4
1 50,2+1% 53,240,8 % 55,0241 5420, = 54,3404 %
7 5840,5" 57,1209 578510 59,2402 59,706 %
14 653+1,7 645505 63340,5% 6120,6% 61,60,
21 69,2:16% 68,91,7° 656:1% 6341,1% 623:1,4%
28 68,2+1% 69,32 66,704 % 648+1 65+ 1%

ADHESIVIDAD (g*s)
1 117,5£04 % 1206407 121,7£0,7% 1175413 % 1246+1,5%

7 1358+1,6% 1349411 1427414 139,2+13% 140 1,5 %

14 160,3 1,5 162,141,1 157,2£1,2 1524413 1466+1,1%

21 167,612 1652+08% 16060,6 157,240,9% 15534154

28 186,6 +1,5 1755414 172,741,3°% 169,2+0,7 % 167,7+1,3%

COHESIVIDAD

1 04324002 | 0,365£0,001™ | 0,381£0,023*% | 0,375£0,042*% | 0,41140,013%

7 0,402 £0,02> | 0,376£0,001% [ 0,37840,01* 0,355 £ 0,003 0,4 £0,005 %
14 0,364 £ 0,003 % | 0,388£0,008® | 0,373£0,012*% | 0,374£0,004 % | 0,389 £0,012 **
21 0,387 0,01 | 0,345:0,005* | 0,384 0,002 % 0,351+ 0,02 % 0,403 + 0,01 %
28 0,358 £0,006 % | 0,424£0,001< | 0,3840,06°% | 0,368£0,002°% | 0,38%0,01
RESILIENCIA
1 0,022+0,001* | 0,020,001 * 0,02 +0,02 0,021+0,01 % 0,021+0,02
7 0,02£0,001* | 0,019£0,002% | 0,0240,001* 0,025 £0,01 %4 0,023 £0,001
14 0,017+0,017 | 0,019£0,01* [ 0,0240,002* 0,021 £ 0,001 0,02 +0,001
2 0,03£0,002™ | 0,0340,001% 0,030,001 % 0,026 £ 0,01 & 0,022 £ 0,002
28 0,020,001 %% [ 0,029+0,001% | 0,018 0,002 * 0,02 +0,002 ¥ 0,019 £ 0,01 *4

Letras mintsculas distintas en columnas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05), en un tratamiento para distintos tiempos. Letras
mayitsculas distintas en una fila indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05), en distintos tratamientos para un mismo tiempo.
CO: muestra control, C1: yogur con 100ppm de extracto seco de HS, C2: yogur con 200ppm de extracto seco de HS, C3: yogur con 300ppm de extracto
seco de HS, C4: yogur con 400ppm de extracto seco de HS.

La firmeza present6 un incremento sostenido desde el inicio del almacenamiento refrigerado hasta los 21
dias, para todas las concentraciones de HS. Entre el dia 21 y 28 se observé estabilizacidon para todas las
muestras analizadas. Este incremento en la firmeza durante el almacenamiento puede deberse al aumento del
grado de sinéresis de las muestras, ya que la liberacién de suero ocasiona contraccién del gel lo que produciria
mayor firmeza. A partir del dia 14 la firmeza disminuyé con el incremento de la concentracién de HS,
coincidentemente con la disminucidén de la sinéresis. La firmeza de las muestras con C1 no tuvo diferencias
significativas respecto a la muestra control, a partir de los 14 dias.

Respecto a la adhesividad se observa que sus valores aumentan durante el almacenamiento en las muestras
estudiadas. Desde el dia 14 este pardmetro disminuye con el incremento de HS. Hacia el final del periodo de
estudio todas las muestras con HS tuvieron menor adhesividad que el control.

Para los pardmetros de cohesividad y resiliencia se encontrd en todas las muestras, un comportamiento con
poca variacion, durante el almacenamiento refrigerado. Sus valores oscilan entre 0,3 - 0,4 para la cohesividad
y entre 0,017 a 0,03 para la resiliencia.

La actividad antioxidante de las muestras al final del tiempo de almacenamiento, para cada concentracién

de HS (ppm) a través del % de decoloracién de DPPH resulté: 0 (C0) = 28+1?, 100 (C1) = 3441, 200

(C2) = 38+1¢, 300 (C3) = 46+14 y 400 (C4) = 49+29. Las actividades de captacion de radicales libres
incrementan de forma concomitante con el aumento de la concentracién de extracto HS, alcanzando valores
superiores a la muestra control.

Los resultados obtenidos del color de los diferentes tratamientos se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8

Pardmetros del color de los yogures

Muestra || L || a* || b* |
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Co 64 +2% || 2.4+0,1* || 9,4 + 0,6

C1 61+1* || -1,3+0,3> || 8,2 +0,5°

C2 61+2a || -1,5+0.2P || 8,8 +1,5°

C3 65+20 || -1,7+1,8%® || 7,1 + 1,7

C4 | 69+3" | -06402° || 82+06

Valores promedio en la misma columna con letras distintas son significativamente diferentes (P< 0,05).
CO: muestra control, C1: yogur con 100ppm de extracto seco de HS, C2: yogur con 200ppm de extracto seco de HS, C3: yogur con 300ppm de extracto
seco de HS, C4: yogur con 400ppm de extracto seco de HS.

En todas las muestras estudiadas el pardmetro *b es positivo y similar, en tanto que *a es negativo, lo que
significa que las muestras tienden hacia la gama de los amarillos y verdes. A medida que se aumenta la
concentracién de HS disminuye la tendencia al verde, aunque no se logra pasar a la gama de los rojos. Los
valores de L de las muestras con adicién de HS, hasta 200 ppm, no presentan diferencias significativas
respecto a la muestra control. Se observa que la luminosidad de las muestras aumenta con la concentracién de
HS a partir de los 200 ppm. Tras el anélisis de estos pardmetros se puede afirmar que, en las concentraciones
afadidas, el extracto de HS no logra cambiar apreciablemente el color del producto.

En base a los resultados descritos se seleccioné la muestra de yogur con 300 ppm (C3), ya que present6
valores de sinéresis, firmeza y adhesividad més bajos a partir de los 14 dias, mostrando un gel con mayor
retencién de suero. A su vez la actividad antioxidante encontrada fue la més alta, sin diferencias significativas
con C4.

La muestra seleccionada se analiz6 sensorialmente con un panel evaluador formado por 55% de personas
entre 20-30 anos de edad. Sélo el 35% del jurado consumia yogur mas de una vez por semana.

Los resultados del efecto de la adicién de 300 ppm de HS sobre atributos sensoriales se representan en la

Figura 1. Se muestran también los puntajes obtenidos para una muestra de yogur idealizada por el
consumidor.

Figura 1

Grifico estrella del perfil sensorial del yogur control, con HS y el ideal.
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& Vogur control Yogurcen HS 4k ideal
Consistente
00
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Sabor a yogur - Cremoso

Sabor a cabra Grumoso

Amargo Acido

Nulea

No se encontraron diferencias significativas entre las muestras de yogur con HS en comparacién a la
muestra control y el yogur ideal, en los siguientes atributos: dulce, acido, cremoso, consistente, sabor a yogury
amargo. Los atributos de grumosidad y sabor a leche de cabra son los que permiten diferenciar las muestras.
Se observa que el perfil sensorial de las muestras con HS es muy similar a la muestra ideal definida por el
panel.

El grado de aceptacién general para la muestra con agregado de HS se observa en la Figura 2. El yogur con
extracto de HS obtuvo resultados positivos ya que el 74% de los panelistas mostré un grado de aceptacion
entre “me gusta mucho” y “me gusta extremadamente”. El 100% de los evaluadores reaccionaron
positivamente a las muestras con HS.

Figura 2

Nivel de aceptacién general de la muestra con agregado de HS.

Me disguta extremadamente, me disgusta

mucho, me disgusta moderadamente, ni me Me gusta
gusta ni me disgusta, me gusta pocp moderadamente
0% 7%
Me gusta
Me gusta bastante

extremadamente

42%

19%

Me gusta mucho

YOGUR CON HS 3%

En tanto que la aceptacion del yogur sin adicién de HS (muestra control) fue aceptada por el 59% de los
panelistas entre “me gusta extremadamente” y “me gusta moderadamente”, representando esta tltima
calificacion a la mayoria de los evaluadores.

Discusion

Extractos polares de pétalos secos de Hibiscus sinensis
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La actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales (Tabla 1) revelaron diferencias significativas para
todos los extractos analizados. Los extractos etandlicos presentaron mejor actividad antirradicalaria en
comparacion a los acuosos, siendo el obtenido con proporcién 70:30 el de mejor poder antioxidante y el de
mayor contenido de fenoles totales. Estos resultados implicarian que las mezclas etanol:agua preservan mejor
la funcionalidad de los compuestos bioactivos. Se observa que en estos extractos aumenté la cantidad de
compuestos fendlicos extraidos cuando se aumento la relacién etanol:agua.

Los extractos etandlicos (5% p/v; 70:30 y 50:50) analizados, alcanzaron mejor poder antioxidante en
comparacion a los resultados de Khan et al. (2014) quienes analizaron un extracto etanélico de HS al 10%p/v
(80:20) y obtuvieron un IC 50 de 64,98 + 2,1 ppm y a los de Mak et al. (2013), quienes estudiaron dos
extractos de flores rojas de HS al 1%, uno acuoso y otro etanélico (96°), reportaron un IC 50 de 97,35 + 0,6
ppm y 83,08 + 0,1 ppm, respectivamente. Se evidencian en estos trabajos diferencias en las proporciones
masa:solvente que parecieran no influenciar la capacidad antioxidante de los extractos, por lo que se infiere
que esas diferencias reflejan la variabilidad de la planta, ya que es sabido que el origen geografico ejerce un
control genético sobre sus caracteres, coincidentemente con lo reportado por Chograni et al. (2021).

Mejores actividades antirradicalarias se encontraron en estudios con extractos de HS utilizando como
solvente metanol. Sarvjeet et al. (2019) emplearon un extracto metanélico al 20% p/v, reportando un IC50
de 19,54 + 1,1 ppm; Purushothaman et al. (2016) usaron un extracto 10% p/v (80:20) y obtuvieron un IC
50 28,41+ 1,7 ppm. Si un extracto 10% p/v (80:20) y obtuvieron un IC 50 28,41+ 1,7 ppm. Si bien los
extractos metandlicos de estos autores presentan una mejor actividad antirradicalaria no podrian ser
empleados en alimentos por su naturaleza toxica.

Respecto al contenido de fenoles totales Bhaskar et al. (2011) estudiaron un extracto etanélico (96°) al
10% p/v hallando un valor de 155,85 + 0,95 mg/g AGE, dicho valor es superior al obtenido en este trabajo.

Los extractos etanélicos resultaron con contenidos de sélidos totales y pH mayores a los acuosos (Tabla 1).
Con el extracto 70:30 se logré mayor grado de extraccién de sélidos, mientras que, con la infusién, el més
bajo. Este mayor contenido de sélidos totales va acompanado de un mayor contenido de fenoles totales en los
extractos ctanélicos 70:30. Moreno et al. (2017) estudiaron un extracto acuoso 1% p/v, reportaron un valor
de 6,50 g/mL para los s6lidos totales.

Existen numerosas investigaciones respecto a fitoquimicos presentes en extractos acuosos y eXtractos
etandlicos de HS. En estos extractos se hallaron taninos, antraquinonas, alcaloides, terpenoides, saponinas,
glicésidos, esteroides, fenoles, fitoesteroles, flavonoides, antocianinas, proteinas y aminodcidos, aztcares
reductores, florotaninos, rutina, quercetina, kaempferol y miricetina (Salib, 2021). De estos compuestos, los
polifenoles, flavonoides y antocianinas, forman parte de los fitoquimicos que actian como antioxidantes
primarios, siendo los principales compuestos hallados en un extracto oleoso de HS (Agarwal & Prakash,
2013).

Dado que los compuestos fitoquimicos presentan anillos benzoicos, ciclos, cadenas alifiticas, entre otros
grupos, hacen que presenten mayor afinidad por un solvente no polar que por solventes polares. Debido a que
el agua tiene un grado de polaridad bastante mayor al etanol es de esperar que los compuestos fitoquimicos
tengan mds afinidad por el etanol y por mezclas etanol-agua que por agua pura. También se observa que en los
extractos acuosos la decoccién alcanza mayor contenido de sélidos totales que la infusién, esto puede deberse
a que la decoccién implica mayor tiempo de extraccién a temperatura de ebullicién en comparacién con la
infusion.
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La diferencia en la acidez de los extractos puede estar influenciada por la diferencia en los compuestos
presentes. Rios-Chaves et al., (2019) tras el estudio del perfil fitoquimico de extractos acuosos y etanélicos
reportaron que los primeros presentaban 4cido 9,12-octadecadienoico, 4dcido 9,12,15-octadecatrienoico y
acido n-hexadecanoico en mayor porcentaje respecto a los etanélicos. Estos compuestos, al estar en mayor
cantidad en los extractos acuosos, pueden haber logrado un medio con mayor acidez respecto a los extractos
etandlicos hallados en este estudio.

Se observan diferencias significativas en todos los pardmetros de color (espacio CIELAB) para todos los
extractos estudiados (Tabla 2). El pardmetro a* fue positivo en todos los casos, lo que indica que los extractos
tienden al rojo, el parametro b* resulté también positivo indicando tendencia al amarillo. El extracto 70:30 y
la infusién alcanzaron los valores més altos para el pardmetro L, siendo los extractos de mayor luminosidad.
En tanto la decoccidn fue el de menor valor. El extracto 50:50 alcanzé los valores més altos para las variables
a*y b* frente a las demds muestras estudiadas, siendo el de mayor orientacién hacia la gama de los rojos y
amarillos. El bajo valor de luminosidad observado en la decoccién podria deberse al efecto de la temperatura
durante la extraccién, sobre los compuestos extraidos (pigmentos bioactivos), resultando en su oxidacién
(Sadilova et al., 2019).

Mak et al. (2013) obtuvieron los siguientes valores para el color en escala CIELAB para un extracto
etandlico al 1% de flores rojas de HS L* 37,08 + 0,02, a* 10,83 + 0,07 y b* 3,71 £ 0,02. Sus resultados
muestran una tendencia similar a este estudio, al indicar una tendencia hacia la gama de los rojos y amarillos.

Seleccidn de extracto y caracterizacion

Considerando la clasificacién dada por Bazalar-Pereda et al. (2018), el extracto seleccionado 70:30 presentd
débil actividad citotdxica. Clemen-Pascual et al. (2021), obtuvieron un extracto de hojas de HS macerados
con etanol al 95 % durante 72 h. El ensayo de citotoxicidad arroj6 un valor de 465 ppm, indicando moderada
toxicidad. Akash et al. (2020), investigaron la citotoxicidad de un extracto etanélico (96°) 5% p/v de la flor
de HS, reportaron que el extracto no presentaba toxicidad ya que obtuvieron un CL50= 3223 ppm. Rios-
Chavez et al. (2019) reportaron citotoxicidad nula de extractos de hojas y flores de HS.

Los resultados de citotoxicidad reportados pueden diferir entre si por la composicién de la estructura
vegetal, la cual estd condicionada por diversos factores bidticos (p. ¢j., ataque de herbivoros, insectos,
enfermedades, patdgenos y organismos competidores, etc.) y abidticos (p. ¢j., contaminacién, radiacién UV,
sequia, salinidad, temperatura, etc.) entre otros factores de estrés (Mathai, 2000). Es probable que, si la planta
se ve afectada por un mayor grado de estrés, mayor serd el contenido de compuestos tdxicos sintetizados,
reflejando mayor actividad citotdxica en sus extractos en comparacion a otros extractos obtenidos de plantas,
con un estado de menor estrés (Camacho-Escobar et al., 2020). Se encontré sintesis y acumulacién de
metabolitos secundarios de naturaleza téxica en flores de HS como respuesta al estrés provocado por el
ataque de microorganismos; los extractos acuosos y etandlicos inhibieron el crecimiento de Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, y Pseudomonas aeruginosa (Carretero &
Ortega, 2017).

Respecto al rendimiento Apaez-Barrios et al. 2018 obtuvieron 2,1% g extracto seco/g pétalos. Akash et al.
(2020) reportaron el rendimiento de tres extractos etandlicos (96°) de HS (1:10, 1:20 y 1:30 sélido: liquido);
obtuvieron los extractos mediante una extraccidn Soxhlet al 5% m/v utilizando etanol 96° como solvente de
extraccién, con posterior evaporaciéon del solvente mediante un condensador, proceso que durd 4hs.
Indicaron que el extracto 1:20 presenté un rendimiento de 3,5% g extracto seco/g pétalos, siendo el mayor.
Las diferencias encontradas en los valores de rendimiento podrian deberse a los diferentes métodos y
condiciones de extraccién y no se considera una variable relevante para inferir calidad.
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En cuanto a la coloracién del extracto seco presentd baja luminosidad y tendencia hacia la gama de los
rojos y amarillos ya que los parametros a* y b* fueron positivos.

Efecto de la incorporacion del extracto etandlico 70:30 en la elaboracion de yogur de leche de cabra

La incorporacién de extracto de HS produce una disminucién del pH en funcién del tiempo, para todas las
concentraciones (Tabla 5). Este comportamiento se debe, en parte, a que las bacterias inoculadas contintian
con su actividad metabdlica, produciendo post acidificacién. Por otra parte, las proteinas de la leche actan
como un sistema buffer, e¢jerciendo un efecto amortiguante de acidez. Por otra parte, el extracto de HS aporta
diferentes 4cidos organicos, siendo el 4cido citrico el principal compuesto que influye en la variacién de pH
entre las muestras estudiadas (Agarwal et al., 2013).

El CAA no especifica valores finales limites de pH para el yogur, sin embargo, hay un limite sensorial de
aceptacion del producto por debajo del cual existe rechazo por el consumidor. Schimidt et al. (2012) y
Oliveira et al. (2011), sefialan que el rango de pH entre 4,0 y 4,4 se considera mas cercano al ideal, para un
yogur de leche de vaca comercial. Moneim et al. (2011) investigaron el comportamiento del pH en un yogur
de leche de cabra, durante el almacenamiento a 6 °C durante 15 dias. Obtuvieron valores de 4,44 a 4,00.
Viésquez-Villalobos et al. (2015), elaboraron un yogur con leche descremada de cabra y le adicionaron puré de
mango y banana. Tras 72hs de almacenamiento obtuvieron valores de pH de 4,10 a 3,99. Parra-Huertas et al.
(2016), alcanzaron valores de pH similares en yogures caprinos adicionados con avena, stevia y puré de
mango, durante un almacenamiento por 15 dias.

De acuerdo a lo anterior todas las muestras de yogur presentaron valores de pH aceptables (Tabla 4), para
todas las concentraciones de HS estudiadas.

El incremento del porcentaje de sinéresis durante el almacenamiento (Tabla 6) puede ser explicado por la
disminucién de pH en el yogur, los enlaces internos de las proteinas sufren un reordenamiento de su
estructura, lo cual puede tener efecto de contraccidon en la matriz de la micela de caseina causando mds
eliminacién de lactosuero (Achanta et al., 2007). Joung et al. (2016) y Qiu et al. (2021) elaboraron yogures
biofuncionalizados con la adicién de extracto seco de hojas de Diospyros kakiy Nelumbo nucifera (200 ppm) y
con extracto acuoso liofilizado de Rosa rugosa (500 ppm) respectivamente. Las muestras control en ambos
estudios registraron valores més altos de sinéresis en comparacion a los yogures biofuncionalizados durante el
almacenamiento refrigerado. La menor liberacién de suero en estos yogures puede deberse a la formacién de
complejos estables entre los compuestos fendlicos del extracto y la caseina de la leche, logrando mayor
retencién de suero (Kwon et al., 2019).

En el andlisis de textura (Tabla 7), respecto a la firmeza Ahmed et al. (2021), Qiu et al. (2021), reportaron
resultados similares en la biofuncionalizacién de yogures con extracto etandlico liofilizado de Solenostemma
argel 0,1% y con extracto acuoso liofilizado de Rosa rugosa al 0,3% respectivamente.

La disminucién de la adhesividad con el agregado de extracto puede deberse al incremento en la capacidad
de retencion de agua del gel proteico, reflejado en la sinéresis de los yogures, por lo que pudo haber conducido
a una red de gel més estable. Por otra parte, el aumento de adhesividad durante el tiempo de almacenamiento
podria estar relacionado a la disminucién del pH lo que condujo a la contraccién y reorganizacién estructural
del gel (Ahmed et al., 2021).
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La actividad antirradicalaria se debe a que, durante la fermentacién, las bacterias proto simbidticas
hidrolizan las proteinas de la leche y producen péptidos con actividad antioxidante ayudando a mejorar la
estabilidad oxidativa del yogur (Mann et al., 2017). El extracto de HS incorporé fitoquimicos con actividad
antioxidante y posiblemente mejoré los niveles de compuestos bioactivos por un aumento en la liberacién de
péptidos bioactivos lo que ocasioné una mayor actividad antioxidante. Esto coincide con los reportes de
Abdel-Hamid et al. (2020) quienes expresaron que la actividad proteolitica de las bacterias del yogur puede
verse incrementada por la presencia de compuestos bioactivos provenientes de extractos herbales.

Resultados similares se obtuvieron en otros estudios de yogures biofuncionalizados. Joung et al. (2016)
claboraron yogures con adicién de extractos liofilizados de plantas tradicionales de Corea (Diospyros kaki y
Nelumbo nucifera) al 0,2 % (g/g). Obtuvieron valores de actividad antioxidante superiores al yogur control.
El porcentaje de decoloracién para el dia 28 fue de 80% en el yogur con extracto (70:30) y de 30% para la
muestra control. Qiu et al. (2021) estudiaron yogures enriquecidos con extractos acuosos liofilizados de Rosa
rugosa (0,15 0,3; y 0,5% g/g) los que mostraron una mayor actividad antirradicalaria en comparacién a los
yogures sin extracto, durante el almacenamiento por 21 dias. Los autores informaron que a medida que se
aument6 la concentracién de extracto aument6 la capacidad antioxidante en los yogures. Para el tltimo dia
estudiado obtuvieron un porcentaje de decoloracién de 60% para el yogur con 0,3% y la muestra control un
5%. Ahmed et al. (2021), tras la adicién de extracto de hojas de Solenostemon argel durante 21 dias de
almacenamiento, reportaron un porcentaje de decoloraciéon de 36,39%, en tanto que la muestra control
alcanzé un 11,16%.

Habitualmente la principal causa de rechazo de los productos derivados de la leche de cabra es por su
intenso aroma y sabor caracteristico. La adicién de extracto de HS, sumado al descremado de la leche,
permitié disminuir el sabor caprino, lo que puede ser favorable para facilitar el consumo de estos productos
por parte de los consumidores que no estdn familiarizados con los productos de leche de cabra (Figura 1y 2).
Resultados similares obtuvieron Santos et al. (2020), en un yogur caprino con adicién de extracto acuoso de
yam, un tubérculo de Brazil, en un 20% v/v. La sustitucién parcial de leche con el extracto afectd varias
caracteristicas sensoriales, entre ellas se destacé el aroma y el sabor. El panel evaluador prefirié el yogur con
adicién de extracto a la muestra control. Silva et al. (2017), tras la incorporacién de harina de uva Isabel (Vitis
labrusca L.) en un 20% p/v a un yogur caprino, observaron una mayor aceptabilidad, menor acidez y menor
aroma caprino. La mayor aceptacién de yogures caprinos se alcanzé con la adicién de pulpa de azufaifo
(Ziziphus azufaifo) en un 3% p/v, que enmascaré eficazmente el sabor a leche de cabra (Feng et al., 2019).

Los extractos obtenidos por infusién presentaron valores de acidez significativamente mayor y menor pH
que los demas extractos estudiados, mientras que el extracto etandlico 70:30 presenté el pH mis cercano a la
neutralidad (6,30 + 0,01). Leal-Chantong et al. (2021), midieron el pH de tres extractos de HS utilizando:
infusién acuosa 40:60 sélido:liquido, etanol al 96° con una proporcién 20:80 sélido:liquido y decoccién con
2:98 sélido:h’quido, a 50°C por 30 minutos. Los extractos acuosos tuvieron un pH cercano a 5, en tanto que
el etandlico presentd un pH cercano a 6.

Conclusiones

El extracto etandlico 70:30 present6 grado de toxicidad débil y mejores propiedades antioxidantes, mayor
contenido de fenoles totales y sélidos totales, coloracién no amarronada y acidez cercana a la leche que los
demis extractos estudiados.
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La incorporacién de extracto de HS al yogur de leche de cabra produjo una disminucién del pH en
funcién del tiempo y de la concentracién (100-300 ppm) de HS en las muestras de yogur. Todos los valores
de pH quedaron dentro de los limites aceptados sensorialmente. La acidez aument6 con el agregado de HS
hasta el dia 21 de almacenamiento refrigerado, para todas las concentraciones de HS analizadas. Todos los
valores de acidez estuvieron dentro de los limites establecidos por el CAA.

El grado de sinéresis, la firmeza y adhesividad, aumentaron durante el tiempo de almacenamiento.
Respecto a la concentracidn, estas variables disminuyeron para concentraciones entre CO y C3 a partir del dia
14, indicando que se logré una mayor retencién de suero a medida que se increment6 la concentracién de HS
hasta 300 ppm.

La actividad antirradicalaria aumentd significativamente con el incremento de HS de CO a C3; una mayor
concentracion de extracto no afectd la actividad antioxidante.

En el rango de concentraciones estudiadas, el agregado de extracto de HS no fue suficiente para otorgar
coloracién a las muestras. Sin embargo, la adicién de HS en 300 ppm en el yogur caprino aumenté la
aceptabilidad sensorial del producto y disminuyé la percepcion del sabor caprino, en comparacién a un yogur
sin adicién. Los atributos sensoriales entre el yogur biofuncionalizado y el yogur idealizado por el panel
evaluador resultaron similares.

Con la incorporacién de 300 ppm de extracto de HS se logré un yogur caprino biofuncionalizado, con
caracteristicas texturales, fisicas y propiedades antioxidantes potencialmente interesantes para la industria
alimentaria.
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