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RESUMEN

Se formularon tres mezclas de té matcha (Camellia sinensis) con sustituciones (0,
4 y 8%) con jugo de naranjita (Citrus microcarpa B.). Este estudio se dividio en 3
fases: en la primera fase, se formularon y caracterizaron las bebida funcionales, en
la segunda fase, se estudio el impacto del tratamiento de irradiacion UV-C individual
a 4 dosis diferentes (5.79, 7.33, 9.69 y 14.39 mJ-cm™), y tratamiento térmico
convencional (TT) (85 °C x 30 s) en bebidas de té matcha con diferentes
sustituciones de jugo de naranjita y se evalu6 su estabilidad durante el
almacenamiento a 4 °C, ambas fases se realizaron analisis fisicoquimicos vy
microbiolégicos, en la tercera fase, se evalué el efecto de los tratamientos
individuales (UV-C a dosis fija: 14.39 mJ-cm2y TTM: 55 °C x 30 s) y combinatorios
de radiacion UV-C y tratamientos térmicos moderados (UVTTM), sobre las
caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas de la bebida té matcha-naranjita al
8%, teniendo como control un TT y uno sin tratamiento (ST). En la primera fase, se
observd un aumento en la turbidez y coeficiente de absorcion a medida que se
incrementaba el porcentaje de sustitucion de té matcha por jugo de naranijita.
Asimismo, la naranjita, ademas de aportar sabor, color y aroma a la bebida, tuvo
un efecto importante en la reduccién del pH, coadyuvando a estabilizar la bebida.
Por otro lado, en la segunda fase, se encontro que los tratamientos de UV-C a dosis
bajas (5.79 mJ-cm?) presentaron la misma eficacia que los TT. En mezclas con 4%
(M4) y 8% (M8) de sustitucion se observaron bajos recuentos microbianos en las
mezclas sin tratar, en mezclas M8 no se observo crecimiento de microorganismos
durante los 20 dias de almacenamiento refrigerado. Sin embargo, las mezclas con
0% de sustitucion (MO0), si presentaron crecimiento. El efecto observado en mezclas
M4 y M8, se relaciond con el incremento de la acidez asociado a los compuestos
acidos presentes en la naranjita. Los cambios de color observados fueron notorios
en los TT aplicados a cada mezcla; en contraste, a dosis bajas de UV-C las mezclas
no presentaron cambios notorios en los parametros de color, efecto contrario
observado a dosis mas elevadas. El reemplazo del t¢ matcha por jugo de naranjita
condujo a una reduccion significativa (p<0.05) en el contenido de compuestos
fendlicos (54%) comparado con muestras MO. Con base a los resultados en esta
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fase, la mejor mezcla fue la de menor sustitucion con jugo de naranjita (4%) e
irradiadas a 5.79 mJ-cm?, este se acercé mas a lo obtenido en el tratamiento
control, comparado con los TT. Adicionalmente, la bebida presenté una buena
estabilidad microbiologica durante su almacenamiento refrigerado. En la tercera
fase experimental la efectividad de los tratamientos combinatorios y cambios en
atributos de calidad se evaluaron durante el almacenamiento refrigerado a 4 °C. El
pH no presenté cambios entre tratamientos aplicados. Sin embargo, el tiempo de
almacenamiento si repercutio (p<0.05), observandose que los tratamientos control
(ST) presentaron el valor mas bajo (p<0.05) comparado con el resto de los dias de
almacenamiento (15, 30 y 60 dias). Los tratamientos combinatorios UV+
tratamiento térmico moderado (UVTTM) y TT no tuvieron diferencias entre los dias
de almacenamiento (0, 15, 30 y 60 dias). En parametros de color fue notorio que la
luminosidad (L*) se fue perdiendo (p<0.05) durante los dias de almacenamiento
refrigerado, producto de la degradacion de las clorofilas. Fue evidente que los
UVTTM y tratamientos térmicos moderados (TTM) presentaron mayor luminosidad
comparado con TT (p<0.05). También fue visible una estabilidad del parametro a*
durante los primeros 30 dias de almacenamiento, notandose hasta el dia 60 un
decrecimiento notorio (p<0.05) de este parametro. En el parametro b* los
tratamientos UVTTM presentaron valores cercanos al ST comparado con el TT. En
general se encontré que el tiempo de almacenamiento afectd (p<0.05) la actividad
antioxidante (AA), contenido de polifenoles totales (CPT) y flavonoides totales (FT).
El CPT se incrementd durante los 15 dias de almacenamiento, donde solo los
tratamientos de UV-C presentaron una reduccion (p<0.05). La AA y los FT
permanecieron estable hasta los 15 dias de almacenamiento, reduciendose un 47%
y un 30%, respectivamente, al dia 30 de almacenamiento. Los UVTTM y UV-C
presentaron mayor AA comparado con los TTM y ST(p<0.05). Se detectaron 7
componentes fendlicos individuales: acido galico (AG), acido clorogénico (ACI),
acido cafeico (AC), epicatequina (EC), epigalocatequina galato (EGCG), vainillina
(VA), y rutina (RT). Se encontré que el contenido de AG en los tratamientos UVTTM
no presento diferencia significativa (p>0.05) comparadas con el ST al dia 0, y al dia
60 se observo una notoria disminucion (p<0.05). ElI ACI en bebidas procesadas con
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UVTTM presento los valores mas altos comparados con los TT (p<0.05). La RT,
AC y la EC tratados con TTM, presentaron una reduccion en la concentracion a los
60 dias de almacenamiento. Por otro lado, en la EGCG, los tratamientos UVTTM
presentaron una concentracion elevada comparada con los ST del dia 0 (p<0.05) y
se obtuvo una reduccion del 73% al dia 60 de almacenamiento, resaltando que los
TT mostraron una disminucién total de EGCG. El analisis microbiolégico de las
bebidas procesadas, presentaron un crecimiento de mesdfilos aerobios en todos
los tratamientos aplicados a excepcion de los TT, al dia 0. Los dias de
almacenamiento posteriores solo los ST presentaron crecimiento de estos
microorganismos. Al dia 60 de almacenamiento, se observé un crecimiento de
psicrofilos en todas las muestras procesadas. Los recuentos obtenidos estuvieron
muy por debajo de lo permitido por la NOM-093-SSA1. Los tratamientos UVTTM
ejercieron una buena eficiencia (p<0.05) en la reduccidén de hongos y levaduras y
coliformes totales de las mezclas de té matcha con 8% de sustitucion con jugo de
naranjita, al igual que los TT. Los resultados sugieren que la estabilizacion de
bebidas de té matcha con 8% de sustitucion con jugo de naranjita puede lograrse
mediante el procesamiento combinatorio de luz UV-C a una dosis de 14.39 mJ-cm-
2 asistido con TTM (55 °C x 30 s) manteniendo su estabilidad durante 15 dias de
almacenamiento refrigerado, sin desarrollo microbiano o cambios significativos
sobre las propiedades fisicas y quimicas de componentes bioactivos presentes en
la bebida.
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ABSTRACT

Three matcha tea blends (Camellia sinensis) with substitutions (0, 4 and 8%) were
formulated with naranjita juice (Citrus microcarpa B.). This study was divided into 3
phases: in the first phase, functional drinks were formulated and characterized, in
the second phase, the impact of individual UV-C irradiation treatment at 4 different
doses was studied (5.79, 7.33, 9.69 and 14.39 mJ-cm), and conventional heat
treatment (TT) (85 °C x 30 s) in matcha tea beverages with different substitutions of
naranjita juice and their stability during storage at 4 °C was evaluated, both phases
were analyzed physicochemical and microbiological, in the third phase, the effect of
individual treatments (UV-C at dose: 14.39 mJ-cm™2 and TTM: 55 °C x 30 s) and
combinatorial UV-C radiation and moderated heat treatments was evaluated
(UVTTM), on the physicochemical and microbiological characteristics of the 8%
matcha-naranjita tea beverage, having as control one TT and one without treatment
(ST). In the first phase, an increase in turbidity and absorption coefficient was
observed as the percentage of substitution of matcha tea for naranjita juice
increased. Likewise, the naranjita in addition to providing flavor, color and aroma to
the drink, had an important effect in reducing the pH, helping to stabilize the drink.
On the other hand, in the second phase, it was found that UV-C treatments at low
doses (5.79 mJ-cm) presented the same efficacy as TTs. In mixtures with 4% (M4)
and 8% (M8) substitution, low microbial counts were observed in the untreated
blends, in M8 no growth of microorganisms was observed during the 20 days of
refrigerated storage. However, the blends with 0% substitution (MO) did show
growth. The effect observed in mixtures M4 and M8 was related to the increase in
acidity associated with the acidic compounds present in the naranijita. The observed
color changes were noticeable in the TT applied to each blend; In contrast, at low
doses of UV-C the blends did not show noticeable changes in the color parameters,
the opposite effect observed at higher doses. The replacement of matcha tea by
naranjita juice led to a significant reduction (p<0.05) in the content of phenolic
compounds (54%) compared to MO samples. Based on the results in this phase, the
best blend was the one with the least substitution with naranjita juice (4%) and
irradiated at 5.79 mJ-cm, this was closer to that obtained in the control treatment,
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compared to the TT. Additionally, the beverage showed good microbiological stability
during its refrigerated storage. In the third experimental phase, the effectiveness of
the combinatorial treatments and changes in quality attributes were evaluated during
refrigerated storage at 4 °C. The pH did not show changes between applied
treatments. However, the storage time did affect (p<0.05), observing that the control
treatments (ST) presented the lowest value (p<0.05) compared to the rest of the
storage days (15, 30 and 60 days). The combinatorial treatments UV + moderate
heat treatment (UVTTM) and TT did not have differences between the days of
storage (0,15, 30 and 60 days). In color parameters it was noticeable that the
luminosity (L*) was lost (p<0.05) during the days of refrigerated storage, product of
the degradation of chlorophylls. It was evident that UVTTM and moderate heat
treatments (TTM) presented greater luminosity compared to TT (p<0.05). A stability
of the a* parameter was also visible during the first 30 days of storage, with a
noticeable decrease (p<0.05) of this parameter until day 60. In the b* parameter,
UVTTM treatments presented values close to ST compared to TT. In general, it was
found that the storage time affected (p<0.05) the antioxidant activity (AA), content of
total polyphenols (CPT) and total flavonoids (FT). The CPT increased during the 15
days of storage, where only the UV-C treatments showed a reduction (p<0.05). AA
and FT remained stable up to 15 days of storage, reducing by 47% and 30%,
respectively, at day 30 of storage. UVTTM and UV-C presented higher AA compared
to TTM and ST (p<0.05). 7 individual phenolic components were detected: gallic acid
(AG), chlorogenic acid (ACI), caffeic acid (AC), epicatechin (EC), epigallocatechin
gallate (EGCG), vanillin (VA), and rutin (RT). It was found that the AG content in the
UVTTM treatments did not present a significant difference (p> 0.05) compared to the
ST at day 0, and at day 60 a noticeable decrease was observed (p<0.05). The ACI
in beverages processed with UVTTM presented the highest values compared to the
TT (p <0.05). RT, AC and EC treated with TTM showed a reduction in concentration
at 60 days of storage. On the other hand, in the EGCG, the UVTTM treatments
presented a high concentration compared to the STs of day 0 (p<0.05) and a
reduction of 73% was obtained at day 60 of storage, highlighting that the TT showed
a total decrease of EGCG. The microbiological analysis of the processed beverages
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showed an aerobic mesophilic growth in all the applied treatments except for the TT,
on day 0. On the subsequent storage days, only the STs showed growth of these
microorganisms. At day 60 of storage, psychrophilic growth was observed in all
processed samples. The counts obtained were below what is allowed by NOM-093-
SSA1. The UVTTM treatments exerted a good efficiency (p<0.05) in the reduction of
fungi and yeasts and total coliforms of the matcha tea blends with 8% substitution
with naranijita juice, as did the TT. The results suggest that the stabilization of matcha
tea drinks with 8% substitution with naranjita juice can be achieved by combinatorial
processing of UV-C light at a dose of 14.39 mJ-cm assisted with TTM (55 °C x 30
s) maintaining its stability during 15 days of refrigerated storage, without microbial
development or significant changes on the physical and chemical properties of
bioactive components present in the beverage.
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l. INTRODUCCION
El valor nutricional y econdmico de los zumos de frutas, vegetales y plantas es bien
conocido, ya que estos en conjunto, son los mejores transportadores de vitaminas,
minerales, antioxidantes y otras sustancias bioactivas que promueven la salud y
mejoran el bienestar humano. Es por ello que el desarrollo de nuevas bebidas a
base de extractos o infusiones de plantas como el té mezcladas con otros
ingredientes como jugos, extractos o zumos de frutas, verduras, entre otros, crean
nuevas combinaciones sensorialmente mas atractivas, mas “verdes" y brindan
sabores novedosos que cada vez mas demandan los consumidores. Dentro de las
variedades de té existentes procedentes de Camellia sinensis, el t¢ matcha ha
causado particular interés entre los consumidores por su sabor y los numerosos
beneficiosos que trae consigo el consumirlo. Estos beneficios a la salud
principalmente, los encasilla como un ingrediente funcional que promete su
aplicacion en la industria alimentaria (Zhang et al., 2020; Kolackova et al., 2020). El
matcha (Camellia sinensis) es un té verde en polvo que se elabora con las hojas
jovenes de arbustos de té que han sido sombreados durante algunas semanas
previo a su cosecha. Este proceso de obtencion del té matcha le confiere
caracteristicas especificas en las hojas, como un alto contenido de fitoquimicos
como: polifenoles, cafeina y clorofila (Kolackova et al., 2020). Asimismo, el uso de
citricos, como ingrediente de mezclas, podria mejorar el aroma y sabor del té
matcha en el desarrollo de bebidas. Entre los citricos con potencial uso en mezclas
se encuentra la naranijita (Citrus microcarpa B.). Esta es conocida como calamondin
o calamansi en los paises asiaticos (Ruiz-Armenta et al., 2018). Es un hibrido citrico
que se caracteriza por un bajo contenido de azucares y una alta acidez, atribuida al
acido ascoérbico y citrico presentes en el jugo de la fruta, ademas de poseer un
particular aroma (Cheong et al., 2012; Nisperos-Carriedo et al., 1992). El uso de té
matcha y jugo de naranjita es una alternativa que en mezclas adecuadas dan como
resultado una bebida refrescante y equilibrada en el contenido de compuestos
fitoquimicos. Sin embargo, la conservacion de estas bebidas a través del
procesamiento térmico causa al mismo tiempo una pérdida en la composicion

nutricional, ademas de repercutir en atributos de aceptabilidad como sabor, color,
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textura y aroma. Dentro de los fitoquimicos que se encuentran en el té matcha estan
las catequinas, una clase de polifenol (flavonoides) que se degradan por la
influencia del procesamiento térmico y pH elevados. En los sistemas acuosos
calientes, las catequinas se someten a epimerizacion (conversidn de la catequina
del té en su isbmero correspondiente), cambia la estructura de la catequina,
causando una disminucion considerable en la concentracion de catequinas totales
en las bebidas procesadas (Ananingsih et al., 2013; Zimmermann y Gleichenhagen,
2011). Estudios realizados por Komatsu et al. (1993) mostraron que las bebidas de
té en autoclave a 120 °C durante 20 minutos, presentaron una disminucion de las
catequinas en un 24%. De manera analoga, Kim et al. (2007), evaluaron el efecto
de la temperatura de pasteurizacion, encontrando que a 120 °C se redujo el
contenido de epigalocatequina galato en un 40.22% y el de epicatequina en un
16.67% siendo los flavonoides principales en el té verde. Ademas, de estos
cambios, el procesamiento térmico promueve reacciones de oxidacion que afectan
el color del licor de té, obteniéndose colores mas oscuro y menos verdes
(Ananingsih et al., 2013). El procesamiento térmico de jugos citricos como la
mandarina causa el desprendimiento de compuestos volatiles como, metanetiol, un
volatil de azufre con olor putrido (Cheng et al., 2020). Para evitar la degradacion de
los compuestos bioactivos y preservar un alto valor nutricional y un sabor "fresco"
en las bebidas, se necesitan técnicas de procesamiento térmicas moderadas (Troy
et al.,, 2016) o tecnologias no térmicas. Las tecnologias no térmicas, como la
radiacion ultravioleta de onda corta (UV-C) se ha aplicado como una alternativa de
bajo costo, para la conservacién de bebidas, minimizando el dafo a los compuestos
bioactivos y preservando la calidad del producto final. A una longitud de onda de
254 nm la UV-C tiene un efecto germicida en liquidos. Esto se debe a la alta
capacidad de las bases nitrogenadas del ADN bacteriano de absorber la radiacion
UV-C, que causa una alteracion severa en el material genético de la bacteria, que
evita la replicacion correcta del ADN y conduce a la muerte celular (Mitchell et al.,
1991). El departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) y la
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) aprobaron la
irradiacion UV-C como un método seguro en la pasteurizacion de jugos, ya que

2



" FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

permite alcanzar 5 factores de reduccion logaritmica de microorganismos
patégenos (Koutchma, 2009; Tandon et al., 2003). Se ha reportado la efectividad de
los tratamientos de irradiacion UV-C en la inactivacion de microorganismos en
diferentes bebidas como: jugo de naranja (Fenoglio et al., 2019; Gayan, et al., 2012)
jugo de manzana (Xiang et al., 2020; Islam et al., 2016), bebida de Aloe vera
(Rodriguez-Rodriguez et al., 2020); de zanahoria-naranja con Yerba Mate (Ferrario
et al.,, 2018); asi como en té verde (Vergne et al.,, 2018). Numerosos estudios
sustentan la efectividad de la luz ultravioleta para inactivar el crecimiento de
microorganismos patdégenos, pero presenta limitaciones para la inactivacion de
microorganismos alteradores como hongos y levaduras. Ademas, la eficacia del
tratamiento con UV-C depende de factores como la composicion quimica, las
propiedades oOpticas, los solidos en suspension, pH, las dosis aplicadas y el principio
de funcionamiento de los sistemas de UV-C utilizados, que pueden ser discontinuos
o continuos. Este ultimo es el mas recomendado por su facilidad de uso y
minimizacion de los tiempos de exposicion de los liquidos a la radiacion UV-C. Estos
factores deben ser evaluados para obtener condiciones apropiadas de
procesamiento utilizando radiacion UV-C. Estudios relacionados a la aplicacion de
UV-C para el desarrollo de bebidas a base de té matcha, son escasos (Vergne et
al., 2018) por lo que la evaluacion del impacto de la tecnologia UV-C en el
procesamiento de bebidas a base de té matcha mezclado con citricos como la
naranjita y combinado con tratamientos térmicos moderados representa una
oportunidad para explorar la tecnologia UV-C y determinar sus efectos sobre los
cambios en el perfl de los compuestos bioactivos y otras propiedades
fisicoquimicas, como alternativa al procesamiento térmico, para la estabilizacion de

estas bebidas funcionales.

II. ANTECEDENTES
2.1 Tendencias en la producciéon de alimentos
En las ultimas décadas ha sido notorio que los consumidores demandan alimentos
que contribuyan directamente a su salud. La apuesta es por productos que propicien
su bienestar personal, esto derivado del ritmo de vida acelerado que abocan al
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consumidor hacia la busqueda de una alimentacién saludable, baja en grasa o
azucares y que ademas le ayude a combatir el estrés, reducir la fatiga y obtener
energia (Centro Tecnoldgico Ainia, 2018). Para el sector de la alimentacion, esta
coyuntura es una oportunidad para ofrecer soluciones en formatos nuevos o
variedades de producto que incluyen una gama de ingredientes naturales como
frutas, vegetales, cereales o ingredientes funcionales cuyo consumo cubra las
demandas del consumidor y genere efectos benéficos en su salud. En este sentido,
la funcionalidad de los alimentos tiene en la actualidad un papel destacado en los
mercados, ya que ademas de los aportes nutricionales requeridos por el
consumidor, uno de los criterios determinantes es la busqueda de los posibles
beneficios en su salud que podria obtener en su consumo. El término “alimento
funcional” se utilizé por primera vez en Japén, en 1980, para productos alimenticios
enriquecidos con componentes especiales que poseen efectos fisioldgicos
ventajosos. Posteriormente, su comercializacion se dispersé hacia los Estados
Unidos y Europa, y actualmente estan presente en la mayoria de los paises del
mundo (Gonzalez-Rodriguez et al., 2015). La accion concertada de la Comisidn
Europea en materia de Ciencia de los Alimentos en Europa (FuFoSE), coordinada
por International Life Science Institute (ILSI) Europa, definid la alimentacion
funcional de la siguiente manera: "Un producto alimenticio solo puede considerarse
funcional si junto con el impacto nutricional basico tiene efectos beneficiosos en uno
o mas funciones del organismo humano, mejoran las condiciones generales y fisicas
o disminuyen el riesgo de evolucion de enfermedades”. Es importante destacar que
un alimento funcional puede ser un alimento natural, al que se le ha afiadido o en el
gue se ha eliminado un componente, aquel al que se le ha modificado la naturaleza
de uno o varios de sus componentes, o0 en el que la biodisponibilidad de uno o mas
de sus componentes ha sido modificada o cuando se ha producido cualquier
combinacion de las anteriores posibles. Asimismo, los ingredientes con propiedades
funcionales pueden ser macronutrientes (almidon, péptidos, acidos grasos omega
3, etc.), micronutrientes (vitaminas o minerales), o no nutrientes (antioxidantes), etc.,

pero es necesario que ejerza sus efectos beneficiosos consumido en el contexto de



" FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

un alimento, dentro de una dieta convencional y en la cantidad en que habitualmente

es ingerido (Cencic et al., 2010).

En esta gama de alimentos funcionales se incluyen, cereales instantaneos,
productos carnicos procesados, alimentos con procesamiento minimo, zumos de
frutas y hortalizas y bebidas formuladas. Estas ultimas con una expansion
importante en el mercado, ya que los jugos son mas que una opcién frente a los
tradicionales refrescos y a nivel industrial cada vez incluyen menos nutrimentos
indispensables para la salud, por lo cual tienen un potencial de crecimiento
importante cuando se les relaciona con propiedades benéficas (Bebidas mexicanas,
2017). En este sentido, de todos los productos funcionales que actualmente se
ofrecen en el mercado, las bebidas son las mas emergentes de todas las categorias
por su conveniencia y posibilidad de satisfacer las necesidades de los consumidores
en términos de contenido, tamano, forma y apariencia, por su facilidad de
distribucion y almacenamiento, por su larga vida util y por la oportunidad de
incorporar nutrientes y componentes bioactivos faciimente (Jiménez-Cucaita, 2017).
Existen diferentes tipos de productos comerciales como: bebidas lacteas incluyendo
bebidas probidticas y bebidas enriquecidas con minerales y omegas, bebidas de
frutas y vegetales, bebidas energizantes y deportivas (Corbo et al., 2014). Siendo
las bebidas de té matcha con jugo de naranjita el foco de interés en esta

investigacion.

2.2. Componentes empleados para el desarrollo de bebidas
funcionales

Dentro de los ingredientes empleados para el desarrollo de bebidas funcionales
destacan la adicion de compuestos bioactivos, metabolitos secundarios carentes de
valor nutritivo de origen vegetal (Patil et al., 2009, Batchu et al., 2013). Estos
compuestos biactivos se encuentran de forma natural en los alimentos y han
recibido particular interés en medicina y salud publica, que de acuerdo a diferentes
publicaciones cientificas desempefan funciones importantes en la prevencion y

mejora de determinadas enfermedades (Torija-Isasa, 2016).
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Las frutas y verduras contienen diversos componentes a los cuales le confieren olor
y sabor agradables; asi como compuestos bioactivos responsables de darle color y
hacerlas mas atractivas. Muchos de estos compuestos son vitales para el
mantenimiento de la salud humana, lo cual hace que funjan un rol fundamental en
la dieta. Por tal motivo, estos componentes o las frutas y vegetales que los
contienen entran en la categoria de alimentos funcionales (Barragan-Valbuena,
2011). Aunado a ello, la composicion que presentan las frutas y verduras permite
utilizarlas en una diversidad de formas. La forma mas utilizada es la extraccion de
Sus jugos, ya que se obtienen en gran medida tanto compuestos nutricionales, como
compuestos bioactivos en un formato disponible, de sabor agradable al paladar y
de facil consumo para el cliente.

2.3. Compuestos bioactivos presentes en alimentos

Algunos alimentos se distinguen por su contenido, cualitativo y cuantitativo, de
compuestos bioactivos. Los fitoquimicos mas comunes presentes en el té verde son
catequinas (principal flavonoide), cafeina y teofilina (Figura 1). Mientras que en los
citricos (Figura 2), los terpenoides responsable de su distintivo aroma y en las frutas
tropicales son las vitaminas (C y E), carotenoides, compuestos fendlicos y fibra
dietética, estos componentes han sido relacionados como compuestos benéficos
para la salud, ya que se les han atribuido la reduccién del riesgo de desarrollar
cancer, Alzheimer, cataratas, Parkinson, entre otros. Estos efectos beneficiosos se
han vinculado principalmente a su poder antioxidante (actividades de captacion de
radicales libres que pueden retrasar o inhibir la oxidacion del ADN, proteinas y
lipidos) (Dubey et al., 2020; Navarro-Gonzalez et al., 2017, Berk, 2016). Dentro de
estos se encuentran los compuestos fendlicos, que constituyen una de las
principales clases de metabolitos secundarios de las plantas donde desempefian
diversas funciones fisiologicas. Asimismo, contribuyen en gran medida al sabor,
color y textura de los alimentos (Cheynier, 2005). La funcién biolégica de los
compuestos fendlicos va a depender del compuesto al que esté conjugado, que
pueden ser azucares como la galactosa, glucosa o arabinosa, y también acidos
carboxilicos, acidos organicos, aminas y lipidos (Cheynier, 2005). Siendo los
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polifenoles los principales antioxidantes de la dieta, su ingesta es 10 veces superior
a la de la vitamina C y 100 veces superior a la de la vitamina E o los carotenoides
(Cardenas-Baquero, 2015). La principal fuente de compuestos fendlicos en la dieta
son los alimentos de origen vegetal (frutas, verduras, semillas, flores, etc.). Algunos
ejemplos de alimentos consumidos con frecuencia son cerveza, vino, té verde y
negro, remolachas rojas, cacao, arandanos, zarzamoras, uvas Y citricos, que son
citados como fuentes ricas de antioxidantes (Mufioz-Jauregui y Ramos-Escudero,
2007). Su gran variedad estructural, asi como la influencia de factores genéticos,
agronomicos, del procesado y almacenamiento de los alimentos, hace dificil estimar
con exactitud la ingesta de compuestos fendlicos en la dieta. Todos estos factores,
aunados a las propias caracteristicas intrinsecas inherentes a los humanos hace
complicado estimar la dosis Optima diaria que deberia ser ingerida, no existiendo
una IDR (ingesta diaria recomendada) para estos compuestos bioactivos (Navarro-
Gonzalez et al., 2017).
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Figura 1. Estructura quimica de compuestos bioactivos presentes en el té verde
CHj

Carotenoide

Limoneno

Figura 2. Estructura quimica de compuestos bioactivos presentes en la naranjita

Asi como en los polifenoles, también existe una gran cantidad de pigmentos de
origen botanico; entre los que destacan: los carotenoides (colores que van del
amarillo al naranja), Khoo et al. (2011), las antocianinas (coloraciones rojas) Awika
et al. (2004), taninos y betalainas (coloraciones que oscilan entre el rojo y amarillo),
Woo et al. (2011) y las clorofilas (responsables del color verde en vegetales de
hojas) Li et al. (2018), siendo este ultimo uno de los mas ampliamente utilizados y

conocidos en la industria de los alimentos.

Partiendo del hecho de formular bebidas que aporten un beneficio a la salud, es
importante cumplir con criterios de calidad, lo cual es decisivo para que el
consumidor elija adquirir el producto. Dentro de estos parametros estan los atributos
de color, olor, sabor y textura. Ademas la tendencia marcada que existe en la
busqueda de novedosos sabores y presentaciones en las bebidas, hace que los
expertos en alimentos reinventen las tradiciones en algo atractivo para el mercado.
Tal es el caso de las bebidas a base de plantas como el té, las cuales se han
convertido cada vez mas populares en todo el mundo, de igual manera, la
combinacion del té con otros ingredientes como jugos de frutas, extractos vegetales,
entre otros, brinda nuevas combinaciones mas naturales y mas “verdes” que hacen
que incremente su aceptabilidad por parte de los consumidores Zimmermann y
Gleichenhagen, (2011). El t¢ matcha es considerado un alimento funcional derivado
de su alta capacidad antioxidante. Es un polvo fino hecho con las hojas jovenes del
té verde que han sido sombreadas poco tiempo antes de ser cosechadas,

mostrando bajo este tipo de cultivacion caracteristicas especificas en las plantas,
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como alto contenido de polifenoles, cafeina y clorofilas (Zhang et al., 2020;
Kolackova et al., 2020). El uso de citricos como ingrediente de mezcla podria
coadyubar al mejoramiento de la bebida en cuanto a sabor, olor y estabilizador del
color provocado por la reduccion del pH e inducido por los acidos organicos
presentes en los citricos. Entre los citricos, la naranjita, también conocida como
calamansi o calamondin en paises asiaticos (Ruiz-Armenta et al., 2018), contiene
altos niveles de acido ascérbico y acido citrico, que en mezcla, dan una bebida
refrescante y balanceada. Sin embargo, la estabilizacidon de estas bebidas “ready to
drink” envasadas en vidrio y plastico son mas susceptibles al deterioro por levaduras
y mohos que las bebidas enlatadas. Se ha informado el crecimiento de bacterias
patdgenas con organismos de descomposicion en las bebidas cuando el pH nativo
de las bebidas oscila entre 2.5 — 6.5 en ausencia de consevadores (Dubey et al.,
2020). Por tal motivo, es necesario la aplicacion de meétodos de conservacion
seguros que prolonguen la vida de anaquel de estos productos.

2.4 Métodos de conservacion de bebidas

El propdsito general de la conservacién de alimentos es mantener la calidad
sensorial y el valor nutricional al tiempo que se evita el deterioro (microbiano,
enzimatico y quimico) del alimento. Dentro de los métodos de conservacion
existentes, el mas utilizado en la preservacion de jugos es la pasteurizacion, esta
se relaciona con los productos que son comercialmente estériles, lo que permite a
largo plazo el almacenamiento y distribucion dentro de la cadena de suministro del
alimento. Los productos pueden mantenerse refrigerados en el punto de venta
porque los consumidores prefieren comprar una bebida fria, pero generalmente no
se percibe como que necesita ser refrigerada (Rajauria y Tiwari, 2018). El criterio
de procesamiento definido por la FDA para el tratamiento de jugos de frutas es una
reduccion de cinco ciclos logaritmicos en el numero de microrganimos en cuestion.
Ademas, la definicion de “pasteurizacién” para los alimentos ha sido revisada
recientemente y ahora incluye a cualquier proceso, tratamiento o combinacién de
los mismos, que se aplica a los alimentos para reducir los microorganismos

indeseables en un producto (Koutchma, 2009).
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2.4.1 Tratamientos térmicos

Convencionalmente la pasteurizacion forma parte de los tratamientos térmicos mas
utilizados para estabilizar productos, porque tiene la capacidad de destruir
microorganimos e inactivar enzimas, que como consecuencia contribuye con el
aumento de la vida util de las bebidas a las cuales se aplica (Villareal et al., 2013).

Las condiciones de pasteurizacion son escogidas para cada bebida con base a sus
propiedades especificas. En el caso de los jugos, la pasteurizacion se realiza a 95°C
por 30 segundos (Lopez-Diaz et al., 2012).

2.4.1.1. Limitaciones del uso de tratamientos térmicos

La pasteurizacidon es una tecnologia efectiva para alcanzar los requisitos de
seguridad, sin embargo, para bebidas, zumos de frutas y verduras y muchos otros
productos tratados térmicamente presentan limitaciones, ya que el costo del equipo
es prohibitivo, especialmente para pequenas empresas. Muchas veces modifica las
caracteristicas tanto sensoriales (textura, sabor y color), como nutricionales
(pérdidas de vitaminas del alimento), repercutiendo en la aceptabilidad del producto.
También se ve limitado el aporte nutricional que dichas bebidas ofrecen al
consumidor principalmente por la sensibilidad al calor que presentan ciertos
componentes bioactivos a los cuales se le atribuye beneficios a la salud (Krishna-
Teja et al.,, 2017).

Dentro de los componentes bioactivos que tienen particular interés entre los
consumidores se encuentran los antioxidantes. Esto como resultado de los grandes
beneficios que brindan. Es por ello que los jugos de fruta procesados que retienen
en gran cantidad sus antioxidantes procedentes de las frutas frescas tienden a
presentar una gran demanda. Sin embargo, algunos de los antioxidantes se
degradan con el tratamiento térmico (Lee y Coates, 2003). Las pérdidas de
antioxidantes pueden llevar a productos incoloros, como los reportados por Chen et
al. (1996) en jugo de zanahoria, y por lo tanto causa productos de menor calidad.

En citricos, el tratamiento térmico ademas de inactivar enzimas y reducir
microorganismos, también tiene efectos sensoriales adversos. La calidad sensorial

de las bebidas es afectada con la induccion del “sabor cocido”, la destruccion de
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vitaminas y cambios de color que hacen el producto menos atractivo para el
consumidor (Berk, 2016). Dentro de estos atributos, los compuestos volatiles
responsables del olor representan gran importancia en el desarrollo de bebidas, sin
embargo, después del tratamiento térmico, la pérdida promedio en la concentracion
de compuestos volatiles de bajo peso molecular (3-mirceno, limoneno y a-pineno)
en jugos de naranja presentd una disminucion del 35% segun lo reportado por
Sampedro et al. (2009). Por otro lado, estudios realizados por Lee y Coates, (2003)
en jugos de naranja Valencia reportaron una pérdida significativa de los
carotenoides totales al someterlos a 90 °C por 30 s, obteniendo pérdidas entre 24.8
— 46.4% en antheraxantina y violaxantina respectivamente; también presentaron
cambios perceptibles de color, tornandose mas claros y saturados. Resultados
similares fueron reportados por Lu et al. (2018) en jugo de naranja Cara Cara, donde
el contenido de B-caroteno disminuy6 después del tratamiento térmico, quedando
solo un 76.08% en el jugo.

Asimismo, Cortés et al. (2008) encontraron que en jugos de naranja pasteurizados
presentaron mayor tendencia al parametro b* (tendencia al color amarillo) y menos
tendencia al color rojo (parametro a*), comparado con jugos no tratados. Sanchez-
Moreno et al. (2005) obtuvieron resultados similares en cambios de color en jugos
de naranja, ademas mencionan que el proceso de pasteurizacién condujo a un
contenido de naringenina disminuido (16.04%) en los jugos, la cual es una flavonona
perteneciente al grupo de los flavonoides con actividad biologica. Por ultimo,
compuestos como el licopeno, los a y B carotenos pueden sufrir reacciones de
oxidacion, isomerizaciéon y otros cambios quimicos durante el procesamiento
térmico y el almacenamiento, esto debido a que su estructura se encuentra
altamente insaturada (Rodriguez-Amaya y Kimura, 2004; Shi et al., 2003). Por otro
lado, en bebidas “ready to drink” a base de té verde por efecto de las altas
temperaturas utilizadas en la pasteurizacion, pueden destruir el equilibrio del aroma
del té y causar sabores desagradables en las bebidas, estos efectos son inducidos
por dos factores. Deterioro de compuestos aromaticos inestables en las hojas como
es el caso del Hexanal y sus alcoholes (1-Penten-3-ol, (E)-2-Hexanal, (Z)-2-penten-

11
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1-ol) y la liberacion de compuestos volatiles de precursores no volatiles como el
linalol y el geraniol que se encuentran en infusiones de té verde (Kinugasa y Takeo,
1990) Asimismo, a temperaturas entre los 80 °C a 120 °C, el licor de té verde se
torna a mas oscuro, con menor brillo, se perciben colores menos verde y mas
amarillos intensos (Kim et al., 2007). Estudios realizados por Chen et al. (2001),
observaron que las catequinas del té en bebidas comerciales a base de té, la
epigalocatequina galato y las epicagalocatequinas son mas inestables que las
epicatequinas; aproximadamente el 50% de las catequinas son epimerizadas por
efecto de los tratamientos térmicos (Chen et al., 2001). Por ultimo, Kim et al. (2007)
identificaron 20 compuestos volatiles, dentro los cuales se encontraron el
fenilacetaldehido, linalol, 6xido de linalol Ill, a-terpineol (olor tenue amoniaco) e indol
(olor fecal), a los cuales se les atribuyd el cambio en el sabor del licor de té verde.
Si bien el tratamiento térmico es el método mas comunmente utilizado en la industria
alimentaria para garantizar la seguridad de los productos, son muchos los efectos
adversos que estos procedimientos a altas temperaturas generan en el producto,
en atributos senosriales, aspecto crucial en la aceptabilidad de los productos por
parte del consumidor. Debido a esto, se encuentran en desarrollo procesos no
térmicos de conservacion, también denominados tecnologias emergentes o

alternativas (L6pez-Diaz et al., 2012).

2.4.2. Tecnologias alternativas

Como consecuencia de las exigencias que tienen los consumidores, el
procesamiento de alimentos y las técnicas de conservacion estan continuamente
evolucionando para ajustarse a las demandas del consumidor moderno. Es por ello
que en las ultimas dos décadas ha aumentado el estudio de las tecnologias
alternativas, dentro de las cuales se encuentran las tecnologias no térmicas,
mismas que han resultado ser poco agresivas y tienen la ventaja de ofrecer
productos semejantes a los frescos, manteniendo la calidad nutrimental y sensorial
de los alimentos. Ademas son producidos con métodos mas sustentable que tienen
pequenas huellas de carbono comparado con los métodos tradicionales utilizados
(Lopez-Diaz et al, 2012; Agarwal y Das, 2001).

12
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Dentro de las tecnologias no térmicas utilizadas para el procesamiento de jugos y
bebidas la tecnologia de radiacion ultravioleta de onda corta (UV-C), como método
fisico de conservacion, ha tenido particular interés en la industria alimentaria. Esta
tecnologia figura como una tecnologia de bajo costo, donde diversos estudios
soportan la viabilidad de este método como alternativa a los procesamientos
térmicos convencionales. Promete en gran medida la preservacion de compuestos
bioactivos y nutricionales de los frutos y genera cambios minimos en atributos
sensoriales, ademas puede ser utilizado en un amplio rango de alimentos liquidos
(Koutchma, 2009).

2.4.2.1 Tecnologia de radiaciéon ultravioleta

2.4.2.1.1. Aspectos generales

La region ocupada por la luz ultravioleta en el espectro electromagnético se
encuentra entre la luz visible y los rayos X, con una longitud de onda comprendida
entre los 10 y 400 nm. Esta se subdivide en cuatro categorias: UV-vacio (10-200
nm), onda larga UV-A (315-400 nm), onda media UV-B (280-315 nm) y onda corta
UV-C (200-280 nm). Siendo esta ultima conocida como la radiacion germicida, ya
que especificamente a los 254 nm presenta la maxima eficiencia para la inactivacion
de microorganimos patdégenos. Los mecanismos basicos de la radiaciéon UV-C
involucran reacciones fotoquimicas que pueden ser iniciadas en dos formas: 1)
Reacciones directas de absorciéon: donde una molécula recibe un foton de luz y
lo absorbe, lo que ocasiona una reaccidén quimica y cambio de estado. El grado de
la reaccion quimica depende del rendimiento cuantico y la fluencia de los fotones
incidentes. La luz UV-C a 257.3 nm tiene una energia radiante de 112.8 kcal/
Einstein, si esta energia es absorbida, tedricamente, es posible afectar las uniones
O-H, C-C, C-H, C-N, H-N, y S-S (Koutchma et al., 2009). 2) Fotosensibilizacion:
el tipo mas recurrente encontrado es la foto-oxidacién. Los fotosensibilizadores son
normalmente excitados desde un estado base a un estado excitado singlete de corta
duracion que sufre una conversidn a un estado triplete de larga duracion que media

el proceso. El sensibilizador triplete puede reaccionar posteriormente por dos vias
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principales: por proceso de transferencia de hidrégeno o electrén, o por reacciones
de transferencia de energia (Gomez-Lopez et al., 2012).

2.4.2.1.2. Mecanismo de accién de la radiacién UVC

A excepcion de las bacterias fotosintéticas, la mayoria de los microorganismos son
susceptibles al dafio por la radiacion UV (Mendonca, 2002). El efecto destructivo de
la radiacion UV sobre los microorganismos esta en funcién de la longitud de onda.
Como se menciono6 anteriormente, la radiacion UV de longitud de onda a 254 nm se
absorbe en un nivel que es suficiente para la desinfeccion; esto se debe a que
ocasiona cambios fisicos en los electrones y el rompimiento de enlaces en el acido
desoxirribonucleico (ADN), inactivando asi los procesos de crecimiento y
reproduccion microbiana (Bolton y Cotton, 2011). La alta capacidad del ADN,
presente en el nucleo de la célula, de absorber la radiacion UV-C se debe a sus
bases nitrogenadas puricas y pirimidinas (Shama, 1999). Dentro de las lesiones que
pueden ser inducidas por la UV-C se encuentran los dimeros de pirimidina y los
productos fotoquimicos de pirimidina, 6-4 pirimidona (Friedberg et al., 2006). Estos
dimeros se forman entre las bases de timina-timina, citosinas-citosina o citosina-
timina, lo cual esta delimitado por la composicion de los nucledétidos. Sin embargo,
los dimeros de timina (enlace covalente entre bases timina y timina adyacentes) son
mas probable que aparezcan (Rastogi et al., 2010). La timina es la unica base que
tras la exposicion a la radiacion UV-C sufre una reaccion fotoquimica, formando
fuertes enlaces covalentes entre ellas, que alteran gravemente el material genético.
Por lo tanto, cuando estos microorganismos se exponen a la radiacion UV de 254
nm, ésta atraviesa la pared celular, llega hasta el nucleo y si encuentra una region
del ADN con dos timinas adyacentes una de las bases absorbe un foton y se forma
un dimero de alta energia (Adams y Moss, 1995). Estos dimeros impiden la
replicacion correcta del ADN, de forma que este método de desinfeccidn se basa en
la formacion de suficientes parejas de dimeros para impedir la reproduccion celular
(Shama, 1999; Sastry et al., 2000; Bolton y Cotton, 2001). En la Figura 3, se puede
observar un fragmento de una molécula de ADN normal y otra modificada por la
radiacion UV-C.
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Figura 3. Modificaciones en el ADN causado por el tratamiento de radiacion UV-C
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2.4.2.1.3. Ventajas y limitaciones de la luz ultravioleta

El uso de tecnologias emergentes como la luz ultravioleta para la conservacion de
bebidas, resulta atractiva para su aplicacion por el hecho de que preserva el valor
nutricional de los productos y genera cambios minimos en sus componentes, mismos
que son responsables de dar color, sabor y aroma a las bebidas, esto como resultado
de este proceso fisico, el cual utiliza la energia radiante como medio germicida, con lo
cual no se obtienen residuos quimicos o subproductos, en comparacion con los
tratamientos térmicos convencionales, en donde numerosos estudios soportan la baja
retencién de estos componentes en los productos finales. Mientras que la aplicacion
de la tecnologia UV-C, hace posible obtener productos de alta calidad y seguros para
el consumidor, ya que es capaz de inactivar microorganismos patdgenos y algunas

foug il

enzimas, también es un proceso en “frio”, que no incrementa la temperatura del liquido
a procesar, requiere poco mantenimiento y no es tan caro. Su eficacia se ve delimitada
por las caracteristicas propias del producto, como son: composicion quimica del
alimento, las propiedades opticas, los solidos en suspensién, pH, las dosis aplicadas
y el principio de funcionamiento de los sistemas de UV-C utilizados. Una de las
principales caracteristicas en los frutos para ser procesados mediante la tecnologia
UV es considerar los solidos suspendidos en el jugo, ya que estos funcionan como
barrera protectora, lo cual obstaculiza la correcta penetracion de la radiacion UV-C en
el microorganismo objetivo, limita el obtener una mayor reduccién logaritmica de estos
microorganimos. Ademas, ciertos microorganimos alteradores como mohos vy
levaduras, presentan cierta resistencia a esta luz UV-C, por la composicion de su ADN
y la estructura celular que estos microorganismos presentan. En el caso de la
composicidon celular de las levaduras, existe menor contenido de bases pirimidinas
(Fredericks et al., 2011) e incluyen mayor contenido celular comparado con las
bacterias, también, al ser células de mayor tamafo existe una mayor probabilidad de
que los fotones sean absorbidos por otros compuestos antes de afectar el ADN de las
mismas (Oteiza et al., 2010; Gabriel, 2012). Por otro lado, en bacterias; estudios
realizados por Raybaundi-Massilia et al. (2013) demuestran que las poblaciones de
Salmonella Poona son mas sensibles a la luz UV-C que las poblaciones de L.
monocytogenes y dejo en evidencia que las bacterias Gram-positivas son mas
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resistentes a la luz UV que las Gram-negativas, debido a las numerosas capas de
peptidoglicano que las Gram-positivas poseen. Otro aspecto importante en la
inactivacion de microrganismos y caracteristicas sensoriales y nutricionales conferidos
a bebidas es la operacion del equipo de UV-C, ya que para alcanzar una correcta
desinfeccién de las bebidas mediante este sistema no térmico, es importante
determinar la dosis de UV-C necesaria para reducir la carga microbiana presente en
la bebida. Esta dosis se determina mediante el producto entre la intensidad de la
radiacion y tiempo de residencia. Sin embargo, esta dosis se ve influenciada por ciertas
caracteristicas de las bebidas como son: la cantidad de sélidos suspendidos, la
turbidez, el coeficiente de absorcion, la transmitancia de la bebida etc. Los sdlidos
suspendidos presentes en los jugos de fruta sirven como barrera de proteccion de los
microorganismos a la exposicion de la luz UV-C, que impiden que se logre alcanzar
dosis mas altas, que son necesarias para que se lleve a cabo correctamente la
desinfeccién (Antonio-Gutiérrez et al., 2019). También se ha reportado que el disefio
del reactor de UV-C influye fuertemente en la dosis total de UV aplicada, debido a que
la posicion y el tiempo de residencia de los microorganimos en ciertas regiones del
campo de irradiancia puede variar de manera significativa, entre ellos se encuentran
reactores de flujo laminar, este enfoque de disefio utiliza un reactor UV de pelicula
extremadamente delgada para disminuir la longitud del camino y de esta forma
previene inconvenientes asociados con la falta de pentracion. Entre este tipo de
disefios se encuentran: CiderSure de pelicula delgada y el reactor UV de Taylor-
Couette (Forney y Ye, 2004). Por otro lado, se encuentran los reactores de flujo
turbulento, en este enfoque la turbulencia aumenta dentro del reactor UV para acercar
todo el liquido a la luz UV-C a lo largo de el procedimiento. Entre mas elevados indices
de flujos se logren en condiciones turbulentas, mayor homogeneidad habra del flujo,
haciendo que la particula de flujo viaje mas rapido entre 1.1 a 1.2 veces mas rapido
que la particula promedio en volumen, con lo que se asume que cada volumen del
producto va a estar expuesto a la luz UV-C gracias a que existe una mejor mezcla. Sin
embargo, a medida que aumenta la turbulencia, la presion cae a través del reactor y
el alto caudal que asegura el flujo turbulento se combina con un tiempo de residencia

disminuido, lo que puede conducir a complicaciones en disefios a gran escala. Un
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ejemplo de este disefio de reactor son los reactores UV Aquionics (Hanovia Ltd,
Slough, Inglaterra, Reino Unido) (Koutchma et al., 2004).

2.4.3. Sinergia de tecnologias de procesamiento

Debido a ciertas limitaciones que posee la tecnologia UV-C en la inactivacion de
microorganimos de deterioro, se han realizado investigaciones en donde evaluan el
efecto de dos o mas tecnologias que en conjunto proporcionen bebidas seguras al
consumidor, con mayor vida util y que conserven su calidad nutricional y sensorial. Las
combinaciones que se han investigado hasta el momento, incluyen la tecnologia de
UV-C con tratamientos térmicos y la UV-C con otros métodos ya sean tecnologias no
térmicas, como: sonicacion (Cebulak et al., 2017, Santhirasegaram et al., 2015),
dicarbonato de dimetilo (Shamsudin et al. 2014), fotocatalisis con TiO2 (Ramesh et al.,
2016), ultrasonido (Antonio-Gutierrez et al., 2017) y campo eléctrico pulsado (Walkling-
Ribeiro et al., 2008), o bien, la aplicacion de quimicos o conservadores. Las matrices
alimentarias utilizadas para efectuar este tipo de sinergias comprenden jugos de
naranja, utilizando (UV-C (23.72 J/mL) + tratamiento térmico moderado (55 °C-3.6
min), y UV-C (0-18.7 kJ/m?) + ultrasonido (20 kHz, 95.2 um) (Gayan et al., 2012; Char
et al., 2010), mezcla de jugos con distinta turbidez como jugos de naranja y zanahoria
UV-C (10.6 J/cm?) o pulsos de luz de alta intensidad (3.3 J/cm?) combinado con
tecnologia de manotermosonicacion (400 kPa, 35 °C, 1000 W, 20 kHz) (Carminiti et
al., 2012), jugo de manzana (UV-C (1.8 s) + pulsos eléctricos (60 kV/cm) y UV-C + pre-
calentamiento y campo de pulsos eléctricos, (Gachovska et al., 2008, Walking-Ribeiro
et al., 2008), néctar de durazno (UV-C + sorbato de potasio (250-2000 ppm), y UV-C
+ benzoato de sodio (250 a 2000 ppm) (Flores-Cervantes et al., 2013), jugo de pifia
(UV-C a 10.76 mJ/cm?) y dicarbonato de dimetilo (250 ppm) (Shamsudin et al., 2014),
entre otros. Las tecnologias de obstaculos deben tener un enfoque inteligente para no
afectar la calidad del producto, por ende, es necesario conocer el comportamiento de
ambas tecnologias UV-C combinada con tratamientos térmicos moderados, para
evaluar si es una alternativa viable para la estabilizacion de este tipo de bebidas.
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I1l. HIPOTESIS
El procesamiento de la mezcla de té matcha con jugo de naranjita, mediante
tratamientos de UV-C individuales y combinatorios con tratamientos térmicos
moderados, resulta en una bebida segura y de calidad fisicoquimica y sensorial

aceptable, comparada con los tratamientos térmicos convencionales.

IV. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general
Evaluar el impacto del tratamiento de irradiacion UV-C invividual, a diferentes dosis, y
combinado con tratamientos térmicos moderados, en mezclas de té matcha con jugo
de naranjita, sobre las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas, antes y

después de cada tratamiento y su comportamiento durante el almacenamiento.

4.2 Objetivos especificos

1. Formular una bebida a base de té matcha a diferentes porcentajes de
sustitucion con jugo de naranijita.

2. Caracterizar fisicoquimicamente (propiedades Opticas, color, solidos solubles,
turbidez, pH, polifenoles totales e individuales, flavonoides y actividad
antioxidante, en mezclas de té matcha a diferentes porcentajes de sustitucion
con jugo de naranijita.

3. Determinar el efecto de las dosis de irradiacion UV-C, sobre las propiedades
fisicas (parametros de color L* a* y b* y cambios de color), quimicas
(polifenoles, totales e individuales por HPLC, flavonoides totales y actividad
antioxidante) y microbioldgicas (cuenta total, coliformes totales, hongos y
levaduras) en mezclas de té matcha a diferentes porcentajes de sustitucion con
jugo de naranijita.

4. Evaluar el efecto individual y combinatorio del tratamiento de irradiacion UV-C
con tecnologias térmicas moderadas, en la estabilidad de compuestos
funcionales y propiedades fisicoquimicas en mezcla de té matcha con jugo de

naranjita.
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5. Evaluar el efecto del almacenamiento, sobre las propiedades fisicoquimicas y
microbioldgicas de bebidas procesadas con tratamientos de UV-C y térmicos

individuales y combinatorios.

V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

El té matcha (Camellia sinensis) y la naranjita (Citrus microcarpa B.) se usaron como
materia prima para llevar a cabo los experimentos. El t&€ matcha se obtuvo de Allegro
ingredients, compafiia de Atizapan de Zaragoza, Estado de Mexico. El jugo de
naranijita se obtuvo de El Fuerte, Sinaloa, México. El reactivo de fenol Folin-Ciocalteu's,
acido galico, catequina, acido 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPHe+) y acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) se compraron en Sigma-Aldrich (St.
Louis MO, EUA.). Para los analisis microbiologicos, se utilizaron agar cuenta estandar
(PCA, Difco, Detroit, MI, EUA.), agar bilis rojo violeta (VRBA, Difco, Detroit, MIl, EUA.),
y agar papa dextrosa (PDA, Bioxon, México). El resto de los reactivos (grado analitico)
y solventes grado de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) (agua
desionizada, metanol y acetonitrilo) son de grado analitico y fueron adquiridos de J.T
Baker (Ciudad de México, México).

5.2 Métodos

5.2.1 Procedimiento experimental

Con el objetivo de llevar una secuencia en este proyecto experimental el estudio se
dividio en tres fases como se observa en la Figura 4, las cuales se encuentran
diferenciadas por colores. La fase 1 corresponde a los bloques con color amarillo, los
bloques de color verde corresponden a la fase 2 y por ultimo la fase 3 son los bloques

con el color azul.
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Figura 4. Diagrama de la distribucion de las etapas del proyecto experimental.
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5.2.1.1. Primera fase: formulacién y caracterizacion de la bebida
funcional

Preparacion de la mezcla

Las naranjitas se lavaron con agua corriente, se desinfectaron por inmersion en una
solucion de hipoclorito de sodio (200 ppm) durante 5 min y se enjuagaron. Luego se
cortaron en mitades y se eliminaron las semillas para evitar amargar el jugo obtenido.
El jugo de naranjita se obtuvo exprimiendo de forma manual el fruto y posteriormente
se centrifugd a 2970 g durante seis minutos a 20 °C (Centrifuga Thermo IEC modelo
CL3-R, EUA). Se almacend en congelacion para su posterior uso. Por otra parte, para
el polvo de té matcha se realizé una extraccién multiple en paralelo. Se procedio de la
siguiente manera: se disolvieron cuatro gramos de matcha en polvo en 1 litro de agua
a temperatura ambiente (se repitié dos veces este procedimiento), luego la extraccion
obtenida se centrifugd a 2970x g durante 6 minutos a 20 °C, esto con el objetivo de
obtener un extracto transparente, el cual se mezclé con 3 porcentajes diferentes de
jugo de naranijita: 0% (MO0), 4% (M4) y 8% (M8) de sustitucidén del té de matcha por
jugo de naranjita y se endulz6 con stevia (200g en 25 L).

5.2.1.2. Segunda fase: Impacto del tratamiento de irradiacién UV-C
individual y tratamiento térmico (85°Cx30 s) en bebidas de té matcha

con diferente adicion de jugo de naranjita.

Tratamiento de irradiacion UV (UV-C)

Las tres mezclas de té matcha con diferente sustitucion con jugo de naranjita (0, 4 y
8%) se procesaron usando una unidad de procesamiento UV comercial CiderSure
3500 (FPE Inc., Macedonia, NY, EUA.). Como se muestra en la Figura 5, la unidad
tiene ocho lamparas de mercurio de baja presion germicidas, colocadas en serie
concéntricamente en un tubo de cuarzo, las lamparas de mercurio son la fuente de luz
UV que irradia la mezcla bombeada que pasa entre el tubo de cuarzo interno y la
carcasa externa de acero inoxidable con desplazamiento positivo. El equipo cuenta
con dos sensores UVX-25 (UVP, Inc., Upland, CA, EUA, uno colocado en la
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Figura 5. Esquema de unidad de procesamiento UV comercial CiderSure 3500 (FPE Inc., Macedon, N.Y.). Imagen
tomada de Usaga et al., 2015.
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parte superior y el otro en la parte inferior del cilindro los cuales, detectan el paso
de la luz. La energia UV emitida se midié cada 50 ms. La unidad funciona a un pico

de irradiacion de 254 nm.

5.2.1.2.1 Calculo de dosis

Para evaluar la dosis de UV-C alcanzada en el sistema de flujo continuo UV
CiderSure 3500 (FPE Inc., Macedon, N.Y) fue necesario considerar datos de
energia definidos por el fabricante de acuerdo a las caracteristicas propias del
equipo. Los caudales variables utilizados fueron (10, 15, 20 y 25 GPH) permitiendo
con estos flujos, calcular las dosis recibidas por las diferentes bebidas tratadas, ya
que el equipo muestra la intesidad de la radiacién y esta multiplicada por el tiempo
de residencia tedrico, da como resultado la dosis de irradiacion. Todos los
tratamientos se realizaron por duplicado utilizando 7 litros de volumen por
tratamiento, llevandose a cabo a temperatura ambiente (20 °C). Antes y después de
cada procesamiento se tomaron muestras de cada mezcla procesada en tubos
estériles y se analizaron inmediatamente para medir su carga microbiana, asi como
sus caracteristicas fisicoquimicas. La unidad de UV se desinfectd con una solucion
de hipoclorito a 200 ppm y se enjuago con agua destilada, antes y después de cada

procesamiento.

5.2.1.3. Tercera fase: Evaluacién del tratamiento combinado de UV-
C+tratamiento térmico moderado (55 °C x 30 s) vs. tratamiento térmico
convencional (85 °C x 30 s)

Para la tercera fase experimental se eligio la mezcla que contenia mayor contenido
de naranijita, (la bebida de matcha reemplazada con un 8% de sustitucion), esta
mezcla fue procesada mediante la irradiacion con UV-C a una dosis fija (14.39
mJ-cm?) y posteriormente se proces6é mediante tratamientos térmicos moderados
(55 °C x 30 s). En esta etapa, se proceso la mezcla tanto inividual por UV-C,
tratamiento combinatorio (UV-C + tratamiento térmico moderado), tratamiento
térmico moderado individual y tratamiento térmico convencional (85 °C x 30 s). Una
vez procesadas las muestras para cada tratamiento, se recolectaron en tubos

estériles de polipropileno de 15 mL y contenedores de vidrio color ambar con
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capacidad de 20 mL. La evolucion de los cambios fisicoquimicos y comportamiento
microbiolégico para cada tratamiento se evaluaron a diferentes tiempos de
almacenamiento (0, 15, 30 y 60 dias) en condiciones de refrigeracién a 4 °C. El
periodo de tiempo fue definido por las caracteristicas propias de la bebida y se
analizé microbiolégicamente (psicrofilos, mesdofilos, coliformes totales, hongos y
levaduras) para conocer la efectividad del tratamiento, a la par, se evaluaron
atributos de calidad (pH, so6lidos solubles (°Brix), color (parametros L*, a*y b*) y el
comportamiento de los compuestos bioactivos en el tiempo (polifenoles totales,
flavonoides totales y actividad antioxidante). Asi como el perfil cromatografico de
polifenoles individuales mediante (HPLC) evaluados a los dias 0 y 60 de

almacenamiento refrigerado a 4 °C.

5.2.1.4. Tratamiento térmico

El tratamiento térmico, se llevé a cabo usando un pasteurizador tubular continuo
(unidad UHT / HTST, Micro Thermics, Raleigh, NC, EUA.). Se realiz6 un llenado en
caliente, dado que las mezclas de las bebidas presentaron un pH por debajo de 4.5.
Este tratamiento se utiliz6 como tratamiento comparativo para observar diferencias
entre tratamientos de irradiacion frente a los tratamientos control (sin
procesamiento). En la segunda fase las mezclas se trataron a 85 °C durante 30 s 'y
se realizaron por duplicado. En la tercera fase se utilizé tanto el tratamiento térmico
a 85 °C durante 30 s y un tratamiento térmico moderado individual de 55 °C durante
30 s y en combinacion con un tratamiento de iradiacion UV-C a 14.39 mJ-cm™. Las
propiedades fisicoquimicas y la carga microbiana de las muestras se analizaron de

inmediato.

5.2.3 Métodos fisicos
5.2.3.1. Caracterizacion de las mezclas
Propiedades oOpticas

Para diferenciar las tres bebidas funcionales se realizé una caracterizacidon
fisicoquimica. Se evaluaron sus propiedades Opticas, siguiendo los métodos
descritos por Unluturk et al. (2004). Para determinar el coeficiente de absorcion de
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las muestras (), se tomé un 1 mL de muestra y se aforé en un matraz de 10 mL,
se tomo una alicuota de esta dilucidn y se depositdé en cubetas de cuarzo fundido
desmontables emparejadas (FireflySci, Inc., NY, EUA.) con longitudes de recorrido
de 0.1, 0.2, 0.5 y 1.0 cm. La absorbancia se midi6 a 254 nm usando un
espectrofotometro (Modelo PerkinElmer Lambda 25 UV / VIS, Waltham, MA, EUA)
utilizando agua destilada como blanco para cada cubeta utilizada. Los valores de
absorbancia obtenidos vs. longitud del camino o6ptico (cm™) se determiné la
ecuacion de la recta y se tomo el valor de la pendiente multiplicada por 10, los
valores reportados en este estudio fueron obtenidos del promedio de la medicion

realizada por triplicado, reportandose con su desviacion estandar.

5.2.3.2 Métodos microbiolégicos

Los métodos utilizados para el conteo de microorganismos fueron realizados
conforme a las Normas Oficiales Mexicanas correspondientes. De manera general,
se preparo una solucion reguladora de fosfatos concentrada en donde se utilizé 34
g de fosfato de potasio monobasico y se afor6 en 1 L de agua desionizada. Se
esteriliz6 a 121 °C durante 15 min y se conservé en refrigeracion. Después, se
preparé una solucion de trabajo, donde se tomdé 1.25 mL de la solucion concentrada
y se llevo a 1 litro de agua para su obtencidén. De la solucion de trabajo ésteril
obtenida se tomaba la cantidad de 9 mL para realizar las tres diluciones en serie
(10" a 103). Se realizaron tres diluciones para asegurar el correcto conteo de cada
colonia de microorganismos presente en la bebida. Se tomd un mililitro de cada
dilucion preparada de cada tratamiento (sin tratamiento, tratamiento térmico, y
tratamientos de UV-C), y se pipeteé en cajas de petri estériles. Todos los
tratamientos se hicieron por duplicado. Para el conteo de cada microorganismo, las
colonias fueron enumeradas, y las cuentas fueron promediadas y expresada como
(UFC/mL = 1.0 log UFC/mL), el limite de deteccion fue de 10 unidades formadoras

de colonias por mililitro.

5.2.3.2.1 Determinacion de aerobios totales: mesofilos y psicréfilos
El método utilizado para realizar el conteo de bacterias aerobias se llevé a cabo
utilizando las especificaciones descritas en la Norma oficial mexicana, NOM-092-
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SSA1-1994. Como medio de cultivo se utilizd6 Agar Triptona-Extracto de levadura
(Agar cuenta estandar, PCA; Difco, Detroit, MI, EUA.). Se vertié 15 mL de agar en
las cajas de petri, previamente clarificado y esterilizado y se mezclé hasta lograr
una completa incorporacién del indculo en el medio y se dejo solidificar, seguido de
su incubacioén a 35 °C durante 48 horas para el caso de los mesofilos aerobios, y se
almaceno en refrigeracion a 4 °C de 7 a 10 dias para el crecimiento de psicrofilos.
Se dejo una caja de petri sin inoculo, el cual se utilizé como testigo.

5.2.3.2.2 Determinaciéon de hongos y levaduras

El método utilizado para realizar el conteo de hongos y levaduras se llevo a cabo
utilizando las especificaciones descritas en la Norma oficial mexicana (NOM-111-
SSA1-1994). Después de inocular las diluciones de los diferentes tratamientos en
las cajas de petri, se agregé 15 mL de medio preparado de agar papa dextrosa
(Bioxon, México) acidificado con una solucion de acido tartarico al 10%, previamente
clarificado y esterilizado y se mezcl6 hasta lograr una completa incorporacion del
inoculo en el medio y se dejo solidificar. Se dejé una caja de petri sin inéculo, la cual
se utilizé como testigo. Las cajas de incubaron en posicion invertida a 25 °C £ 1°C.
Durante un tiempo 3 a 5 dias.

5.2.3.2.3 Determinacién de Coliformes totales

El método utilizado para realizar el conteo de coliformes totales, se llevé a cabo
utilizando las especificaciones descritas en la Norma oficial mexicana (NOM-113-
SSA1-1994). En las cajas de petri se colocé 1 mL de la muestra diluida utilizando
una pipeta estéril. Se vertid 15 mL de medio agar bilis rojo violeta (VRBA Difco,
Detroit, MI, EUA.) después de ser clarificado y sostenido a 45 °C + 1°C en bafio
maria. Se cuido el tiempo trancurrido entre la preparacion de la dilucién primaria y
el momento en que se vertio el medio del cultivo no excediera de los 20 minutos. Se
mezclé cuidadosamente el indculo con el medio hasta lograr una completa
incorporacion del inéculo en el medio y se dejo solidificar. Se invirtieron las placas
y se colocaron en la incubadora a 35 °C, durante 24 + 2 horas. Se dejé una caja de

petri sin inéculo, el cual se utilizé6 como testigo.
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5.2.4 Métodos quimicos

5.2.4.1. Determinacion del contenido de polifenoles totales (CPT)

Fue estimado usando la técnica de Folin-Ciocalteu, siguiendo el método descrito
por Singleton et al. (1999), con algunas modificaciones. En cada tubo de ensaye,
se agregaron 3 mL de agua destilada, 30 uL de muestra directa de la mezcla,
estandares y blanco. 200 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu y 600 pL de NaCO: al
20% (p/v). Se agité cada tubo y se incubo a 40 °C en bafio maria por un lapso de
20 minutos, transcurrido el tiempo se frend la reaccion con agua fria con hielos. Se
midié a una longitud de onda de 760 nm en un espectrofotometro UV-VIS
PerkinElmer (modelo Lambda 25 UV / VIS, Waltham, MA, EUA.). Se utiliz6 una
curva estandar de acido galico, preparado con agua destilada como solvente y los
resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de acido galico (mg
EAG/g bs). Todos los tratamientos se midieron por triplicado y los valores medios

con su desviacion estandar fueron reportados.

5.2.4.2. Determinacién del contenido de flavonoides totales (FT)

Se utilizé el método descrito por Rizwan et al. (2012) con algunas modificaciones.
Se tomaron 500 uL de muestra directa y se mezclaron con 2 mL de agua
desionizada, 120 uL de NaNO: al 5% (p/v) y se agitoé con la ayuda de un vortex por
5 min. Después se adicionaron 230 uL de AICI3 al 10 % (p/v) se agito el tubo y se
dejé reposar por un minuto. Por ultimo, se agregaron 780 uL de NaOH 1 M. Se
midi6 a una longitud de onda de 510 nm. Se utiliz6 una curva estandar de catequina
(100, 200, 800 y 1000 ppm) partiendo de una solucién madre de 2,000 ppm. El
contenido de flavonoides fue expresado como mg equivalentes de catequina por g
(mg ECAT/g bs). Todos los tratamientos se midieron por triplicado y los valores
medios con su desviacion estandar fueron reportados.

5.2.4.3. Determinaciéon de Actividad antioxidante (AA)

La capacidad antioxidante presente en las muestras fue estimada usando el método
de radical libre de Brand-Williams et al. (1995). El radical libre utilizado en este
estudio fue el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH+). Se colocaron 3.9 mL de DPPH-
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en cada tubo y 100 uL de muestra. Se dejaron reposar por 4 horas en la oscuridad.
Se utilizé una curva estandar de Trolox (0.1, 0.2, 0.4, 1.0 y 1.2 ppm). Transcurrido
el tiempo, se leydo a 517 nm y los resultados fueron expresados como umol
equivalentes de trolox por g (umol ET/g bs). Todos los tratamientos se midieron por
triplicado y los valores medios con su desviacion estandar fueron reportados.

5.2.4.4. Evaluacion de las mezclas en almacenamiento.

Se evaluaron microbiolégicamente (cuenta total de mesdfilos y psicréflos aerobios,
hongos y levaduras, y coliformes totales) y fisicoquimicamente (pH, contenido de
solidos solubles (°Brix), contenido de polifenoles totales (CPT), flavonoides totales
(FT), actividad antioxidante (AA) y color), de las muestras tratadas para conocer la
estabilidad de las bebidas durante el almacenamiento refrigerado a 4 °C.

5.2.4.5. Determinacién de polifenoles individuales por HPLC

El contenido de polifenoles individuales presentes en las mezclas sometidas a los
diferentes procesamientos se analizd mediante cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC). Se llevdé acabo usando un cromatégrafo Thermo Scientific
Dionex Ultimate 3000 UHPLC (Sunnyvale, CA, EUA). Equipado con un detector de
UV-visible y de arreglo de diosos (DAD Varian ProStar modelo 410, Palo Alto, CA)
y muestrador automatico. La separacion se realizoé en una columna Dionex Acclaim
TM120-C18 (5 ym, 4.6 x 150 mm). En la fase 2 se evaluaron los polifenoles
individuales en el dia 0 y 20, este ultimo bajo condiciones de refrigeracion (4 °C).

En la fase 3 se evalué la estabilidad de los polifenoles en el tiempo (0 y 60 dias de
almacenamiento refrigerado a 4 °C). Se siguié el método descrito por Leyva-Corral
et al. (2016), con ciertas modificaciones. Cada bebida procesada se filtro a traves
de un filtro de membrana de 0.45 mm (Milipore, MA, EUA) antes de la inyeccion y
se depositd en viales color ambar. Se utilizé un gradiente de elucion lineal
constituido por 0.01 mL/L de agua acidificada con acido fosforico (disolvente A) y
acetonitrilo grado HPLC (disolvente C), mismos que se filtraron con membrana de
0.45 mm. Las muestras se eluyeron de acuerdo con el gradiente lineal durante 40

min, comenzando con una mezcla 95:5 (v/v) de solvente A:C y terminando con una
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mezcla 70:30 (v/v) de solventes A:C. El caudal fue de 1.0 mL/min y el volumen de
inyeccion fue de 20 yL de muestra con una temperatura de columna de 25 °C. El
detector se ajustd a una longitud de onda de 280 nm para detectar e identificar los
diferentes compuestos fendlicos. Los polifenoles en las muestras se identificaron
por los tiempos de retencion de los siguientes estandares: acido clorogeénico, acido
cafeico, acido galico, epicatequina, rutina, vainillina y epilogatequina galato. La
concentracion de cada polifenol en los extractos se calculé a partir del area
integrada bajo la curva de cada pico en el cromatograma. Para su cuantificacion, se
prepararon curvas de calibracion externa para cada estandar. Se utilizaron
ecuaciones generadas por regresion lineal para establecer las concentraciones de
polifenoles. Se midieron por duplicado y se informaron valores medios con

desviacion estandar.

5.2.5. Evaluaciéon sensorial

5.2.5.1. Prueba triangular

Se realiz6é una prueba de diferencia triangular siguiendo lo descrito por Anzaldua-
Morales (1994), para conocer la percepcion del panelista ante la nueva tecnologia
no térmica (UV-C), comparada con las tecnologias de pasteurizacion
convencionalmente utilizada. 15 mL de las muestras de té matcha con jugo de
naranjita fueron vertidas en vasos de plastico color azul para evitar sesgo por
apariencia de la bebida, se asigno un cédigo aleatorio de 3 cifras a cada muestra y
se almacenaron a 4 °C hasta que concluyo la prueba sensorial. Se realizé una
platica previa a los panelistas para el correcto llenado de las pruebas entregadas, y
se explico en que consitia la misma. Se constituyd un panel sensorial con un total
de 55 personas (20 hombres y 35 mujeres), seleccionadas al azar de un grupo de
voluntarios de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de
Chihuahua, compuesto principalmente por estudiantes universitarios. La prueba
triangular de analisis sensorial se llevo a cabo con la siguiente comparacion: bebida
de té matcha con jugo de naranjita tratado térmicamente a (85 °C x 30 s) vs. tratado
con UV-C (14.39 mJ-cm). A cada uno de los panelistas se le presentaron tres

muestras colocadas aleatoriamente de las cuales dos eran iguales (mezcla con 8%
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de sustitucion, tratada térmicamente a 85 °C x 30 s), y una diferente, donde se les
pidi6 a los panelistas que identificaran la muestra que era diferente (muestra
irradiada con UV-C). Hubo espacio adicional para comentarios sobre la preferencia
en general de la bebida.

5.3. Diseiio experimental y analisis estadistico.

En la fase 2, se empled un disefo estadistico que consistid en un experimento
factorial 4x3 completamente aleatorizado para determinar las influencias de la dosis
de UV-C (14.39 + 1.09; 9.69 * 0.57; 7.33 + 0.43; 5.79 * 0.55 mJ-cm™) y los
porcentajes de sustitucion (0%, 4% y 8%) en mezclas de té matcha con jugo de
naranjita. Se utilizaron como controles un tratamiento sin procesar (ST) y un
tratamiento térmico (TT) a 85 °C durante 30 s. Para la evaluacion sensorial las
respuestas se interpretaron mediante tablas de Roessler (Roessler et al., 1948)
donde indican la cantidad de respuestas correctas necesarias para obtener
diferencias con diferentes grados de significancia, en este estudio se utiliz6 el 0.1%.
En la fase 3, se evaluo el efecto de los tratamientos individual y combinatorios de la
UV-C (14.39 mJ-cm) y tratamientos térmicos moderados (TTM) a 55°C x 30 s
realizando un analisis de variazana (ANOVA) y diferencias de medias mediante la
prueba de Tukey, se realizd a un nivel de confianza del 95% (p<0.05) utilizando
Minitab versién 16 (Minitab, 2010, State College, PA, EUA) y el software estadistico
Microsoft Excel version 16.36, (Microsoft Excel, 2016).

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Primera fase: Formulacion y caracterizaciéon de la bebida
funcional

La caracterizacion de las mezclas en las propiedades O6pticas; coeficiente de
absorcion, la profundidad de penetracion y la turbidez expresada en UNT, asi como:
pH, soélidos solubles (expresados en °Brix), se muestran en la Tabla 1. Los
resultados muestran que el incremento en el porcentaje de sustitucion de té matcha
por jugo de naranijita causo una disminucion significativa en el pH (p<0.05) en las
mezclas (Anexo 1; Tabla 22). Esto se puede atribuir a la adicion del jugo de naranijita
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incorporado, que contiene acido citrico, que favorece a la formacion de iones citrato
gue actua como controlador de pH cuando entra en contacto con la base del té
matcha (Lépez-Garcia, 2000). Asimismo, los solidos solubles (SS) aumentaron a
medida que se incrementaba el porcentaje de sustitucion de matcha por jugo de
naranjita, atribuido al contenido de azucares, carbohidratos, acidos organicos y
minerales contenidos en el jugo de naranjita. Por otro lado, las propiedades Opticas
mostraron un valor de coeficiente de absorcion que oscilan entre 14.65 + 0.53 cm™
a17.67 £0.64 cm', una profundidad de penetracion (A) de 0.068 + 0.01 cm™ a 0.056
+ 0.00 cm™ y un valor de turbidez de 29.61 + 0.73 UNT a 171.83 £ 0.23 unidades
nefelométricas de turbidez (UNT), indicando una suspension relativamente baja. El
coeficiente de absorcion (a) aumenté a medida que se reemplaz6 el matcha por
jugo de naranijita, obteniéndose el valor mas alto de 17.57 cm™ para la mezcla M8.
De acuerdo con estudios de Koutchma et al. (2007), los jugos semitransparentes
tienen valores de coeficientes de absorcion alrededor de 11.70 cm™ (jugo de
maracuyd) y 25.90 cm (jugo de manzana), y este tipo de jugos son caracterizados
por obtener la menor absortividad.

La importancia del coeficiente de absorcion se relaciona con la letalidad potencial
del tratamiento UV-C. Koutchma et al. (2004) utilizaron una solucion tampon modelo
con absorvitividad controlada (2.5 a 26 cm™) en un reactor de flujo continuo,
obtuvieron una relacion entre el coeficiente de absorcion y la tasa de inactivacion
de E. coli. Dedujeron que la tasa de inactivacion de E. coli diminuyo diez veces al
aumentar el coeficiente de absorcion a 15.9 cm™'. En este sentido, obtener bajos
valores de propiedades Opticas en las mezclas de té matcha con naranjita, hacen
que la bebida sea adecuada para su aplicacion a través de la tecnologia de flujo
continuo UV-C (Gayan et al., 2014).

Respecto a las propiedades de color de las mezclas, los parametros de color en
términos de los valores L* a* y b* de las mezclas sin procesar son los siguientes:
MO (L*71.09 +£1.39, a*0.24 + 0.86, b*9.66 + 2.21), M4 (L*69.06 + 0.87, a*-0.60 +
0.04, b* 14.54 + 1.40), M8 (L*66.95 + 2.21, a*-0.53 + 0.29, b* 17.24 £ 3.26). En el

caso de la mezcla que solo contenia matcha (0% de sustitucion) los valores
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obtenidos fueron levemente bajos en comparacion con el color obtenido por Kim et
al. (2007) para licor de té en los parametros L* y a* estos resultados podrian

atribuirse a la forma y relacion sélido-liquido utilizada en la extraccion.

Tabla 1. Propiedades opticas de mezclas de té matcha (Camellia sinensis) con
jugo de naranijita (Citrus macrocarpa B.).

Composicion
SUST (%) pH SS (°Brix) a(cm) T (UNT) A (cm)
M N
0% 100 O 3.28+0.0° 0.4+0.00° 14.6+0.5° 29.61+0.7° 0.63+0.0°
4% 96 4 3.23:0.0° 1.03x0.04° 15.8+0.5> 110.33+0.4> 0.65x0.0°
8% 92 8 3.01:0.0° 1.94+0.05° 17.6+0.6° 171.83+0.22 0.56+0.0°

Todos los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 3). Medias con letras distintas
en la misma columna son significativamente diferentes mediante la prueba de Tukey (p<0.05). SUST:
Sustitucion, M, matcha; N naranjita; a, coeficiente de absorcién y A profundidad de penetracion, SS,
solidos solubles, T, turbidez; UNT unidades nefelométricas de turbidez.

6.2. Segunda fase: Impacto del tratamiento de irradiacién UV-C
individual y tratamiento térmico (85°C x 30 s) en las tres bebidas de
té matcha con jugo de naranjita.

En la Tabla 2, se muestran las dosis UV-C obtenidas de cada flujo, en galones por
hora (GPH), utilizado para cada mezcla en estudio.

Tabla 2. Dosis de irradiacion obtenidas en mezclas de té matcha-naranjita.

Dosis de irradiacion alcanzada mJ-cm=

Flujo .
Promedio
(GPH) 0% naranijita 4% naranjita 8% naranijita
10 15.60£0.312 14.09+0.152 1346 +0.26® 14.39 + 1.092
15 10.29 + 0.07° 9.62 + 0.00° 9.16 £ 0.13> 9.69 +0.57°
20 7.78 £ 0.05° 7.29 £ 0.03¢ 6.92+0.18° 7.33+0.43°
25 6.42 + 0.03¢ 5.47 +0.08¢ 5.47 £0.08¢ 5.79 *0.55¢

Los valores reportados en tablas son el promedio de dos réplicas + desviacion estandar con letras
diferentes en la misma columna son significativamente diferentes mediante la prueba de Tukey
(p<0.05). GPH, galones por hora.
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Como se puede observar, el comportamiento de la velocidad de flujo es
inversamente proporcional a la dosis UV-C alcanzada, ya que a medida que la
velocidad de flujo aumentaba la dosis de irradiacion recibida por las mezclas de té
se veia disminuida y cada dosis fue significativamente diferente (p<0.05)

6.2.1. Inactivacion de la carga microbiana nativa en mezclas de té
matcha con naranjita

Las mezclas tratadas con UV-C en dosis entre los 5.79 a 14.39 mJ-cm eliminaron
por completo la carga microbiana nativa (Tabla 3), para cualquiera de las
formulaciones de las mezclas de té evaluadas, a dosis de 5.79 mJ-cm? con la
misma eficacia de la pasteurizacion térmica. Esto es debido a que la carga
microbiana inicial presente en las mezclas fue baja para todas las muestras en
estudio. Aunado a ello, no se observo crecimiento de coliformes totales en las
diferentes mezclas. También es notorio que la sustitucion de matcha por jugo de
naranjita en las mezclas con 8% de sustitucion, ejerce un poder antimicrobiano
superior para eliminar psicrofilos y hongos y levaduras en comparacion con el resto
de las mezclas. Esto puede ser atribuido a la acidez y bajo pH causado por el jugo
de naranjita. Es bien sabido que los citricos son una fuente valiosa de d-limoneno,
carotenoides, fibras dietéticas, polifenoles y aceites esenciales. Estos ultimos se
utilizan como conservadores naturales debido a su amplio espectro de actividades
biolégicas, incluidos los efectos antimicrobianos y antioxidantes. Estos efectos se
han atribuido principalmente a la presencia de terpenos, flavonoides, carotenos y
cumarinas. (Viuda-Martos et al., 2008, Ali et al., 2017, Yu et al., 2017, Dosoky et al.,
2018) que pueden actuar en forma individual, sinérgico o antagonista. Varios
autores atribuyeron su funcién antimicrobiana a los compuestos fendlicos: la
anfipaticidad de estos compuestos altera la membrana bacteriana, afecta la fuerza
motriz del protdn y altera tanto el gradiente de pH como el flujo de electrones através
de la membrana. (Veldhuizen et al., 2006). Ademas, la acidez de los compuestos
fendlicos, la capacidad que tiene de donar un proton y la existencia de electrones
deslocalizados explica la actividad antimicrobiana, ya que el compuesto acido

puede difundirse a través de la memabra, mientras interactua el proton acido por
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otro cation en el lado citosolico de la membrana y permite el intercambio catidnico
opuesto en el lado exterior (Ultee et al., 2002). Aunado a la rotura de la membrana
que conduce a la pérdida de la alta impermeabilidad de la membrana (Sikkema, et
al., 1995). Adicionalmente, las propiedades Opticas que presentan las diferentes

mezclas (valores bajos de coeficientes de absorcidén y turbidez) favorecieron la

efectividad de los tratamientos UV-C para la eliminacion de la carga microbiana

nativa. Analisis de varianza mostrado en (Anexo 1; Tablas 23, 24 y 25).

Tabla 3. Efecto de la dosis de irradiacion y el porcentaje de sustitucion del té matcha

por jugo de naranjita sobre la carga microbiana nativa presente en las diferentes

mezclas
Dia 0
sust  TRAT  Messfios  Psicrofios L'*e‘\’/g%zsr‘aﬁ C$'(')fg|’;"§s
(mJ-cm) Log UFC mL"

ST 1.00 + 0.0° 2.29+0.06° 1.90 +0.34 ND?

T ND® ND® NDP ND?

5.79 ND® ND® ND®b ND?

0% 7.33 ND® ND® ND®b ND?
9.69 NDP ND® ND®b ND?

14.39 ND® ND® ND®b ND?

ST 11140572 127+0.19% 1.38+0.10° ND?

T ND® ND® NDP ND?

5.79 ND® ND® ND®b ND?

4% 7.33 ND® ND® ND®b ND?
9.69 NDP ND® ND®b ND?

14.39 ND® ND® ND®b ND?

ST 1.60 + 0.09° NDb ND® ND?

T ND® ND® NDP ND?

5.79 ND® ND® ND®b ND?

8% 7.33 ND® ND® ND®b ND?
9.69 NDP ND® ND®b ND?

14.39 ND® ND® ND®b ND?

Se reportan valores medios de conteo Log (UFC/mL) + desviacion estandar. ST, sin tratamiento,
TT, Tratamientérmico (TT). SUST, Sustitucion, TRAT, tratamiento, Dosis UV-C (5.79,7.33,9.69,
14.39 mJ-cm?). Las medias con letras diferentes en la misma columna son significativamente

diferentes (p<0.05). ND, No detectado.
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6.2.2. Estabilidad de bebidas de té matcha con diferentes
sustituciones de jugo de naranjita sobre la carga nativa en
condiciones de almacenamiento refrigerado.

La Tabla 4, muestra la carga microbiana nativa de las muestras de las mezclas que
se sometieron a tratamientos de irradiacion, pasteurizacion térmica y el control, y
se conservaron en refrigeracion a 4 °C durante 20 dias para conocer la estabilidad
de la bebida.

Tabla 4. Estabilidad de las mezclas de té matcha con jugo de naranjita, procesadas
térmicamente e irradiadas con UV-C sobre la carga microbiana nativa después del
almacenamiento al dia 20.

Dia 20
- g Hongos y Coliformes
SUST TRAT_2 Mesofilos Psicrofilos Levaduras Totales
(mJ-cm) Log (UFC/mL)

ST 3.36 £ 0.07° 4.08+0.73% 2.30+0.43% ND?

1T ND® ND® ND® ND?

5.79 3.50 £ 0.27° 421+0.32% 4.26+0.79° ND?

0% 7.33 3.96 £0.0497 4.26+0.66% 3.48+2.39% ND?
9.69 3.64 £ 0.27° 409+0.21% 3.89+1.172 ND?

14.39 3.73 £0.232 4.56 £ 0.292 2.69 £ 0.02° ND2

ST 1.07 £ 0.24° ND? ND? ND?2

1T ND® ND? ND? ND?

5.79 ND® ND? ND? ND?

4% 7.33 ND® ND? ND? ND?
9.69 ND® ND? ND? ND2

14.39 ND® ND? ND? ND?

ST ND? ND? ND? ND?

1T ND? ND? ND? ND?

5.79 ND? ND? ND? ND?

8% 7.33 ND2 ND? ND? ND2
9.69 ND? ND? ND? ND2

14.39 ND? ND? ND? ND?

Se reportan valores medios de conteo Log (UFC/mL) + desviacion estandar. Las medias en columnas
con letras diferentes son significativamente diferentes mediante la prueba de Tukey (p<0.05). TT,
tratamiento térmico (TT). SUST, sustitucion, TRAT, tratamiento, Dosis UV-C (5.79,7.33,9.69, 14.39
mJ-cm ). ND, no detectado.
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En esta se observa que las mezclas donde se sustituyo el té matcha por jugo de
naranjita, tanto en las muestras irradiadas con UV-C y procesadas térmicamente,
no presentaron crecimiento de mesofilos, psicréfilos, hongos y levaduras y
coliformes totales en comparacion con la bebida de té matcha. Asimismo, se
observa que la bebida de té matcha si present6 crecimiento de psicrofilos, hongos
y levaduras, a pesar de haber sido estabilizada a un pH de 3 y presentar el mismo
pH que alcanzaba la mezcla al incorporarse el jugo de naranjita. Este efecto puede
ser relacionado al incremento de la acidez, debido al contenido de compuestos
bioactivos acidos presentes en el jugo de naranijita, coadyuvando a la preservacion

de las bebidas por mas tiempo.

6.2.3. Efecto de los tratamientos UV-C sobre las propiedades quimicas
Los resultados de la evaluacion y caracterizacion quimica de las mezclas se
muestran en la Tabla 5. El analisis de varianza (Anexo 1; Tabla 26) arroj6 que tanto
el tratamiento aplicado y la sustitucion tuvieron un efecto significativo en la
concentracion final de compuestos bioactivos, donde se observaron mayores
concentraciones en la mezcla con 0% de sustitucion de matcha, polifenoles totales
de 135.87+2.54 mg EAG/g bs, flavonoides totales 22.03+£0.48 mg ECAT/g bs y
actividad antioxidante 1253.41£14.07 ymol/g bs, en comparacién con la mezclas a
las cuales se les incorpord naranjita, obteniéndose para la mezcla con 4% de
sustitucidn, valores de polifenoles totales de 62.71+0.17 mg EAG/g bs, flavonoides
totales 9.79+0.20 mg ECAT/g bs y actividad antioxidante 733.18+14.39 ymol/g bs.
Por otro lado, los flavonoides totales (FT) no mostraron diferencia significativa con
ningun tratamiento (térmico o UV-C). Las catequinas son los principales
componentes del té verde a los cuales se les atribuye la actividad biologica, sin
embargo, estudios de estabilidad de catequinas en infusiones de té verde han
demostrado que se puede observar epimerizacion a 40 °C durante almacenamiento.
Ademas, Komatsu et al. (1993) informaron que la degradacion y epimerizacion de
las catequinas del té verde podrian ocurrir simultaneamente en procesos térmicos.
Por lo tanto, la temperatura y el tiempo de calentamiento influyen en la cantidad de

compuestos fenolicos y actividad antioxidante.
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Tabla 5. Efecto de la luz UV-C y pasteurizacidon térmica en la concentracion de

polifenoles totales, flavonoides totales y actividad antioxidante en mezclas de té

matcha con jugo de naranjita.

SUST TRAT CPT FT AA
(%)  (mycm? (mg EAG/gbs) (mg ECAT/g bs) (umol/g bs)
ST 135.8 + 2.542 22.03 + 0.42 1253.4 + 14.072
TT 73.20 + 4.90° 19.73 £ 0.22 763.50 + 11.08¢
0% 5.79 122.4 + 1.80° 20.22 + 0.42 1131.0 + 47.05b°
7.33 117.6 + 0.33° 20.58 + 0.32 1111.0 + 38.34¢
9.69 120.5 + 0.10° 21.08 + 0.72 1161.9 + 8.174¢
14.39 123.4 + 0.22° 20.51 + 1.82 1165.3 + 39.623b¢
ST 62.71 £ 0.172 9.79 + 0.202 733.18 + 14.392
TT 46.85 + 2.75¢ 3.50 + 0.29¢ 388.10 + 23.54¢
2% 5.79 62.41 + 2.162 8.96 + 0.452 538.51 + 38.93P
7.33 57.32 + 0.79% 8.94 + 0.462 541.81 + 12.73P
9.69 53.91 + 2.25b¢ 6.94 + 0.02° 440.44 + 5.600¢
14.39 47.96 + 1.94¢ 5.09 + 0.23¢ 368.56 + 0.782¢
ST 56.24 + 0.232 7.95+0.012 395.15 + 12.662
TT 34.19 + 0.15¢ 2.87 +0.02¢ 243.29 + 2.167¢
8% 5.79 51.09 + 0.05P 6.38 + 0.16P 382.84 + 7.4822
7.33 50.39 + 0.01° 6.97 + 0.282 329.68 + 13.22P
9.69 43.90 + 0.47¢ 6.19 + 0.51° 342.75 + 3.517P
14.39 42.80 + 0.33¢ 3.05 + 0.08° 336.07 + 4.858P

Los valores reportados en tabla son el promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Medias con
letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes entre tratamientos de cada
% de sustitucion, mediante la prueba de Tukey (P<0.05). CPT, contenido de polifenoles totales; FT,
flavonoides totales; AA, actividad antioxidante.

Para un 4% de sustitucion el TT y UV-C a dosis mayores de 9.69 mJ-cm?)
obtuvieron los valores mas bajos (p<0.05) de CPT y AA con respecto al ST, mientras
que los FT son menores (p<0.05) con respecto a ST y UV-C. Para las bebidas con
un 8% de sustitucion el CPT y la AA es menor (p<0.05) en el TT que los tratamientos
de UV-C y ST, mientras que los FT son menores (p<0.05) en el TT y en tratamiento

con UV-C a dosis de 14.39 mJ-cm con respecto a ST y las otras dosis de
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radiaciones UV-C. Estudios realizados por Kolackova et al. (2020), en diferentes
tipos de té matcha, obtuvieron valores mas bajos comparados con los obtenidos en
este estudio, sin embargo, los valores altos obtenidos se pueden atribuir al método
de extraccion utilizado (extraccion multiple en paralelo asistido con agitacion
magnética). Komes et al. (2010) mencionan que las condiciones de preparacion de
las infusiones de té (relacion agua/hojas, tiempo de extraccion, temperatura del
agua) asi como el método de analisis, resulta dificil hacer comparaciones entre
resultados de la composicion quimica de bebidas a base de té, por la falta de

uniformidad en estas condiciones.

6.2.3.1. Contenido de Polifenoles totales (CPT)

En la Figura 6, se presentan los resultados obtenidos para el contenido de
polifenoles totales de las tres mezclas de té matcha a los diferentes porcentajes de
sustitucidn por jugo de naranjita, procesadas a cuatros dosis de irradiacion. El
analisis de varianza (Anexo 1; Tabla 27) muestra, que tanto el tratamiento de
irradiacion como el % de sustitucion mostraron un efecto significativo (p<0.05) sobre
el CPT. En el té matcha con 0% de sustitucion (MO), sin procesamiento, exhibe un
mayor contenido de compuestos fenolicos (135.87+2.54 mg EAG/g bs), comparado
con lo reportado por Kolackova et al. (2020) quienes reportaron concentraciones de
polifenoles alrededor de 64.4 a 93.9 mg EAG/g en diferentes té matcha, estos
resultados pueden estar asociados con el grado de pureza obtenido en la
fabricacion del té matcha y al método de extraccion. Por otro lado, el reemplazo del
té matcha por jugo de naranijita (4% y 8%) condujo a una reduccion significativa en
el contenido de compuestos fendlicos. Se observa una disminucion del 53.84 y
58.60%, comparado con (MO) (Figura 6). Esto podria estar relacionado con el efecto
de dilucidn que causa al reemplazar el té¢ matcha por jugo de naranjita. Las muestras
MO no mostraron cambios significativos en el CPT entre las dosis aplicadas
(p>0.05), resultados similares fueron obtenidos por Vergne et al. (2018) en muestras
de bebidas de té verde procesadas a diferentes dosis de irradiacion (0 a 240 mJ-cm’
2). Por otro lado, la pasteurizacion térmica disminuy6 significativamente (p<0.05) el
CPT, comparado con los tratamientos sin procesar.También es notorio en la
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muestras con 4% de sustitucidn de té matcha por jugo de naranjita (M4) que a las
dosis mas bajas (5.79 mJ-cm™2) no present6 diferencias significativas (p<0.05)
comparada con las muestras sin tratar. Sin embargo, el incremento en la dosis de
irradiacion (9.69 y 14.39 mJ-cm2) caus6 una disminucién notable en el contenido de
polifenoles totales (53.91+ 2.25 y 47.96 + 1.94 mg EAG/g bs), respectivamente,
comparado con las muestras sin procesar. En las mezclas con 8% de sustitucion
(M8) todos los tratamientos fueron diferentes con respecto a la muestra sin
procesar, pero a menores dosis (5.79 y 7.33 mJ-cm?) el CPT presentd mayor
concentracion en comparacion con la muestra tratada térmicamente (p<0.05).
Estudios realizados por Ortiz et al. (2008), reportaron que la adicion de acido citrico
al polvo de té verde resultd en una degradacion significativa de las catequinas
totales, en comparacion con el polvo de té verde sin él. Esto ha sido relacionado a
el pH optimo, para el alcance de la estabilidad de estos compuestos. pH’s por
debajo de 5 son deseables para la estabilidad de las catequinas (Zimmermann y
Gleichenhagen, 2011, Zeng, et al., 2017, Ananingsih et al., 2013, Kosinska et al.,
2014).

Sin embargo, Tu et al. (2005) observaron una mayor degradacion de catequinas en
infusiones acidificadas con acido citrico (pH 2.6 y 3.6). Donde la estabilidad de estos
compuestos se veia comprometida después de 18 h de almacenamiento a estos
pH’s, obteniendo reducciones del 44 y 19%, respectivamente. La tendencia que
mostraban estos compuestos fendlicos a degradarse se presentaban a un pH
cercano a 2 y eran mas estables a un pH cercano a 5. Este fendmeno puede
deberse al aumento brusco de acidos organicos en el medio, que podrian
combinarse reversiblemente con las catequinas o provocar que se unan otras
catequinas entre si, bajo estas soluciones fuertemente acidas (Tu et al., 2005). Con
lo cual se puede soportar que al adicionar o sustituir el t¢ matcha por jugo de
naranjita rico en acido citrico y ascorbico produzca esta serie de competencias por

parte de las catequinas presentes en el té€ matcha.
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Figura 6. Comparacion del contenido de polifenoles totales de las diferentes mezclas
procesadas. ST, sin tratamiento, TT, tratamiento térmico, Dosis: 5.79, 7.33, 9.69, 14.39
mJ-cm. Letras mayUsculas denotan diferencia entre mezclas y letras minusculas entre

tratamientos, mediante prueba de Tukey (p<0.05).

6.2.3.2. Flavonoides Totales (FT)

Las catequinas forman parte de la clase mas general de flavonoides presentes en
el té, conocidos como los flavanan-3-oles o también referidos como flavanoles. Los
cuales pertenecen a la familia de los polifenoles del té y suelen representar del 30
al 42% del peso seco de los solidos en el té verde elaborado (Sang et al., 2011).
Estos compuestos presentan actividad biolégica que tienen numerosos beneficios
a la salud del consumidor. Por tal motivo, es esencial conservar en gran medida
estos compuestos. Sin embargo, en este estudio, el analisis de varianza (Anexo 1,
Tabla 28) reveld que tanto el tratamiento aplicado como el porcentaje de sustitucion
de té matcha por jugo de naranjita, muestran un efecto altamente significativo, asi

como la interaccion entre ambos parametros (p<0.05). Como lo muestra la Figura
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7, el reemplazo del té matcha por jugo de naranjita redujo significativamente
(p<0.05) la concentracion de flavonoides en las bebidas, alrededor del 59%, en
comparacion con la bebida de té matcha con 0% de sustitucion. El contenido de FT
de las diferentes mezclas disminuy6 después de los procesamientos (UV-C y TT).
Siendo notable la reduccién en la concentracion de flavonoides en muestras
procesadas con el tratamiento térmico (63%) comparado con las muestras sin tratar.
En mezclas con 4% de sustitucién (M4), las dosis <7.33 mJ-cm? no mostraron
diferencias significativas en comparacion con las muestras sin tratamiento, sin
embargo, en dosis = 9.74 mJ-cm, provocaron una disminucién en la concentracion

final de los flavonoides.

A pesar de que la radiacion genera cambios quimicos minimos entre dosis
aplicadas, también es importante conocer como influyen los ingredientes de
mezclas en la estabilidad de las bebidas, entre ellos el &cido citrico, acido ascorbico,
azucares, entre otros. El acido ascoérbico y las catequinas actuan como
antioxidantes, pero, bajo ciertas condiciones, pueden promover la oxidacion (Ortiz
et al., 2008). La actividad pro-oxidante informada del acido ascorbico se debe a su
capacidad para reducir los iones de metales de transicion, lo que da como resultado
la formacién de peroxido de hidrogeno y radiacales hidroxilo altamente reactivos
(Buettner y Jurkiewickz, 1996, Shin et al., 2007). De manera similar, las catequinas
pueden actuar como prooxidantes y generar peroxido de hidrégeno y/o radicales
hidroxilo y superéxido en solucion (Azam et al., 2004). Se ha descubierto que el
furfural, un producto de degradacion del acido ascorbico, reacciona con (+) -
catequina para producir aductos diméricos que tiene unidades de flavonol unidas
por puentes de furfurilo, que pueden oxidarse aun mas a pigmentos de xantilio (Es-
Safi et al., 1999).
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Figura 7. Comparacion del contenido de flavonoides totales de las diferentes mezclas
procesadas. ST, sin tratamiento, TT, tratamiento térmico, Dosis: 5.79, 7.33, 9.69, 14.39
mJ-cm™. Letras mayUsculas denotan diferencia entre mezclas y letras minusculas entre

tratamientos, mediante prueba de Tukey (p<0.05)

6.2.3.3. Actividad antioxidante (AA)

La actividad antioxidante (AA) se atribuye principalmente a su alto contenido
fendlico. En las mezclas en estudio, se encontré que dicha actividad en las mezclas
sin tratar oscila entre los 1253.41+14,07; 733.18+14.39; 395+12.66 ymol ET/g bs,
para muestras MO, M4 y M8, respectivamente. El analisis de varianza (Anexo 1,
Tabla 29) muestra que tanto el tratamiento aplicado como el porcentaje de
sustitucidon de té matcha por jugo de naranjita y la interaccion entre ambos
parametros tuvo un efecto significativo (p<0.05) en la AA de los compuestos
presentes en las bebidas. En la Figura 8 es visible que la AA mas alta esta
representada por la mezcla BM, donde el té matcha es el unico constituyente. El
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reemplazo por jugo de naranjita, en mezclas M4 y M8, provocd una marcada
disminucién en la actividad antioxidante, obteniéndose reducciones del 41 y el 68%,
respectivamente. Se observa también, que las diferentes dosis de irradiacion
aplicadas no presentaron cambios significativos (p<0.05) en las bebidas con 0% de
sustitucidn de té matcha por jugo de naranjita (MO). Sin embargo, en mezclas M4 a
medida que incrementaba la dosis de irradiacion la AA se disminuia, obteniendo
valores cercanos a los tratamientos térmicos. Por otro lado, en mezclas M8, la
actividad antioxidante permanecio estable entre dosis = 7.28 mJ-cm, obteniendo
valores cercanos al tratamiento control. No existe ningun estudio en la literatura que
informe los efectos del tratamiento con UV-C sobre el contenido total de polifenoles
y la capacidad antioxidante de mezclas de té verde con citricos. Sin embargo,
existen varios estudios sobre los efectos de la luz UV-C sobre el contenido total de
polifenoles y actividad antioxidante. Por ejemplo, Caminiti et al. (2012) informaron
que no hubo cambios significativos en el contenido total de polifenoles en jugo de
manzana expuesto a la luz UV-C; mientras que los valores equivalentes de trolox
de la actividad antioxidante disminuyeron a medida que aumentaba la dosis de UV-
C. Mientras que Pala y Toklucu. (2011) informaron que no hubo cambios
significativos en el contenido total de polifenoles y actividad antioxidante del jugo de
granada sometido a la luz UV-C. Por otro lado, en la Figura 8, se muestra como el
procesamiento térmico afectd significativamente los valores de AA de todas las
mezclas (p<0.05) en comparacion con los tratamientos de irradiacion UV-C y sin
procesar. Esta disminucion de AA mostrada se puede atribuir a la temperatura y el
tiempo aplicados a cada una de las mezclas en estudio. Estudios realizados por
Wang et al. (2008) mostraron que el impacto de la temperatura en los tés infundidos
revelé un aumento en la velocidad de reaccion y degradacidn de la epicatequina.

Estos efectos se podrian atribuir al descenso observado en la AA de este estudio.
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Figura 8. Comparacion de la actividad antioxidante de las diferentes mezclas procesadas. ST,
sin tratamiento, TT, tratamiento térmico, Dosis: 5.79, 7.33, 9.69, 14.39 mJ-cm™. Letras
mayusculas denotan diferencia entre mezclas y letras minusculas entre tratamientos, mediante

prueba de Tukey (p<0.05).

6.2.4 Cambios en color

El color es un parametro importante a la hora de elegir un producto, asimismo en
muchas ocasiones, cambios en el color son un indicativo relacionado con
reacciones quimicas, bioquimicas y microbiolégicas que ocurren durante el
almacenamiento en las bebidas. En este sentido, el desarrollo de los parametros L*
a*y b* fueron evaluados para cada procesamiento. Se encontré que mezclas con
0% y 8% de sustitucion, los valores de luminosidad parametro (L*) y b* (tendencia
al color amarillo) se registraron diferencias significativas entre los tratamientos
aplicados (p>0.05). (Anexo 1; Tablas 30 y 31). El porcentaje de sustitucion, presentd
diferencia significativa (p<0.05) en el parametro L* arrojando que las mezclas con
8% de sustitucion (M8) presentaron los valores mas bajos (Tabla 6). El analisis de
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varianza del parametro a* (Anexo 1; Tabla 32) mostré un efecto en mezclas M4,
mostré que el tratamiento tuvo un efecto significativo (p<0.05) entre tratamientos,
sin embargo, como es de observarse este efecto se presentd por el tratamiento
térmico (TT) aplicado en las diferentes mezclas y a la dosis 14.39 mJ-cm, por otro
lado, las dosis < 7.33 mJ-cm aplicadas no tuvieron un efecto marcado con respecto
al control (ST). Kim et al. (2007), observaron que los parametros a*y b*aumentaron
con la temperatura, lo que sugiere que el licor de té se volvié menos verde y se torné
a un color amarillo mas intenso después del procesamiento con calor. Estos
hallazgos se relacionaron con la oxidacion de las catequinas del té y la degradacion
de las clorofilas en condiciones de calentamiento (Chen et al., 2001, Ananingsih et
al., 2013). Por otro lado, en el parametro b* el porcentaje de sustitucién presentd un
efecto significativo (p<0.05) entre las diferentes mezclas, resaltando que las
mezclas con 8% de sustitucion presentd los valores mas altos, con lo cual se deduce
gue estas mezclas tienden fuertemente a las coloraciones amarillas. Las diferencia
total de color (AE) segun Bhat et al. (2011) y Cserhalmi et al. (2006) se estiman
como “no perceptibles” cuando este valor de encuentra (0-0.5), como “levemente
perceptibles” (0.5-1.5), “perceptibles” (1.5- 3.0), "muy visible" (3.0-6.0) y “excelente”
(6.0-12.0) Al realizar el analisis de varianza (Anexo 1; Tabla 33) para conocer la
significancia de los valores obtenidos de la diferencia total de color (AE), se obtuvo
que las diferentes dosis aplicadas no presentaron un efecto significativo (p>0.05).
De esta manera, siguiendo la escala propuesta por Cserhalmi et al. (2006), no se
obtuvieron cambios notorios entre la mezcla MO irradiadas con las dosis mas bajas
(AE=2.06 + 0.84 a 1.74 + 2.03 mJ-cm™2). En cambio, (AE= 1.30 + 0.36) para las
mezclas M8 procesadas térmicamente (TT) la diferencia de color fue perceptible.
Finalmente, las mezclas M4 y M8 presentaron cambios ligeramente notables en
todos los tratamientos de dosis, a excepcion de las dosis mas altas (14.39 mJ-cm’

2) aplicada a la mezcla M4 donde se observa cambios visibles en el color.
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Tabla 6. Efecto de la luz UV-C y pasteurizacidn térmica en los parametros L* a* b*

en mezclas de té matcha con jugo de naranjita.

SUST TRAT L* a* b* AE
(%)  (mJ-cm?)
ST 71.09£1.39.a 0.24+0.862a 9.66+2.21.8 /
TT 70.08+1.962a 0.77+1.072a 9.31+2.5648 1.71£0.17aa
0% 5.79 71.0240.71aa  0.40£0.10aa 8.83+0.5228 2.06 £ 0.84,n
7.33 70.33£1.382a 0.19+0.38.a 10.86%£2.78.8 1.74 £ 2.03aa
9.69 70.0941.28.a 0.18+0.342a 10.98+0.42.8 1.37 £0.11aa
14.39 70.24£0.94.n 0.21£0.05.a 10.83+0.0728 2.46 £ 0.72aa
ST 69.06+0.87.a -0.60+0.04c8 14.5411.40a08 /
TT 69.424+1.07aa -0.0520.21208 12.78+1.86ab8 1.53 £ 1.18pa
4% 5.79 68.22+0.10.a -0.52+0.07c8  15.99%£0.78.8 0.29 £ 0.31va
7.33 69.2940.39.4 -0.37+£0.14pce  13.47£1.73a08  0.72 £ 0.26pA
9.69 69.591£0.332a -0.20£0.04208 12.26+0.15a08  0.95 £ 0.15pa
14.39 70.2840.04.a 0.01+0.06.8  10.18+0.72b8 4.46 £ 0.00aa
ST 66.95£2.21.8 -0.53+0.29.8 17.2413.262a /
TT 66.53£2.55,8 -0.17+0.10a8 17.3115.36aa 1.30 £ 0.36abA
8% 5.79 68.861£0.52.8 -0.19+0.09.8 12.58+0.93.a 3.11 £ 2.37apA
7.33 69.3412.78.,8 -0.18+0.17.8 14.75+4.39.n 4.43 £0.72an
9.69 67.18+0.42.8 -0.32+0.26.8 17.74%£1.55.a 1.71 £ 0.4620n
14.39 67.2840.07.8 -0.37+0.11a8 16.23£0.182a 1.63 £ 0.33apa
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Todos los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 3). Letras minusculas
diferentes en columnas denotan diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05). Letras
mayusculas diferentes en columnas denotan diferencias significativas entre % de sustitucion. TT,
tratamiento térmico y ST, sin tratamiento. Sust: Sustitucion TRAT, tratamiento. Dosis de UV-C (5.79,
7.33,9.69, 14.39 mJ-cm=.
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6.2.5. Estabilidad de compuestos bioactivos de bebidas de té matcha
con diferentes sustituciones de jugo de naranjita durante el
almacenamiento refrigerado a 4 °C.

Al realizar el analisis de varianza del contenido de polifenoles totales al dia 20 de
almacenamiento (Anexo 1; Tabla 34) de las muestras procesadas térmicamente e
irradiadas a las diferentes dosis, se encontré que el porcentaje de sustitucion, y el
tratamientos, presentaron un efecto significativo (p<0.05). En la Tabla 7 se puede
observar que la mezcla con 0% de sustitucion (M0) sigue conservando las mayores
concentraciones de polifenoles comparado con las muestras M4 y M8. Sin embargo,
es notorio que la mezcla con MO, sin tratamiento, tuvo una drastica disminucion en
la concentracion de polifenoles, efecto contrario al resto de las muestras tratadas,
donde los tratamientos térmicos (TT) como las dosis de UV-C aplicadas (excepto la
dosis mas baja), presentaron incremento en el CPT después de 20 dias de
almacenamiento (Tabla 7). El efecto significativo entre los tratamientos, puede ser
principalmente debido al tratamiento térmico, ya que este presenté los valores mas
bajos de CPT al dia 0 con respecto a las muestras control (p<0.05). A los 20 dias
de almacenamiento las comparaciones en la concentracion de polifenoles son
mayores en los TT y dosis (D1, D2, D3 y D4) con respecto al control (ST). Reportes,
sobre el efecto del tratamiento con UV-C sobre el contenido total de estos
compuestos bioactivos presentes en té verde durante el almacenamiento
refrigerado, son escasos. Sin embargo, existen estudios que muestran los efectos
de la irradiacion UV-C sobre el contenido total de estos componentes en otras
matrices alimentarias; tal es el caso de Shen et al. (2013) quienes encontraron
aumentos significativos en polifenoles totales (5.73% y 8.12%) en mandarinas
Satsuma tratadas con UV-C a 1.5y 3 kJ-m? a los 3 dias de almacenamiento. Por
otro lado, los flavonoides (FT) presentes en las muestras durante el almacenamiento
(20 dias) mostraron que el tratamiento present6 un efecto significativo (p<0.05) en
la concentracion de (FT) (Anexo 1; Tabla 35). Donde se puede observar que los
tratamiento térmicos aplicados en mezclas con 0% de sustitucion a los 20 dias de
almacenamiento, hubo una reduccion de estos compuestos, al igual que los

resultados obtenidos en la determinacion de polifenoles. El tratamiento térmico y la
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Tabla 7. Cambios en compuestos bioactivos de mezclas de té matcha a diferentes porcentajes de sustitucion con jugo de
naranjita, procesadas térmicamente e irradiadas con UV-C, evaluadas en condiciones de almacenamiento refrigerado a 4

°C.
o Almacen D1 D2 D3 D4
SUST (%) (dias) ST i (579 mJ-cm?)  (7.33mJ-om?)  (9.69 mJ-om?) (14.39 mJ-cm)
Polifenoles totales (mg EAG/g bs)
0% 0 135.87 +2.50%A  73.20 £4.90°C 122.42 + 1.8 120.50 + 0.128 117.68 £ 0.328  123.40 + 0.22°
20 4574 £ 1.33°0  118.91 £0.992C  137.13 £ 0.672A 129.81 + 3.222AB 122.20 + 2.5°BC 126.20 + 2.13BC
4%, 0 62.71 £ 0.172AB  46.85+2.75°C  63.41+£2.10%A  57.32+0.792B 53,91 £ 2.2°BC 47,96 + 1.943C
20 59.36 + 1.192A  61.16 £0.16%*  59.76 + 1.40°*  60.19+2.99°A  61.03 £ 1.16%* 60.21 £ 0.74°*
8% 0 56.24 + 0.23°A  34.19 + 0.15%F 51.09 + 0.05% 50.39 £ 0.0128  43.90 £ 0.473C 42.80 + 0.332°
20 4456 £ 0.33°A  43.54 +2.19°A  46.81£0.16°*  48.15+0.03** 4526 + 1.26°A 47.46 + 1.77%"
Flavonoides totales (mg ECAT/g bs)
0% 0 22.03 £ 0.48%A 19.74 £ 0.26%A  20.23+0.412*  20.59 £ 0.30a" 21.09+0.712A 20.51 +1.8%A
20 17.59 £ 1.11PBC 1522 +0.39°C  20.95+ 0.252A8 2198 +2.09%A  20.28 + 1.0%"®  21.73 +2.9%A
4%, 0 9.79 £ 0.20%A 3.50 + 0.30°P 8.96 + 0.46%A 8.94 + 0.473A 6.95+0.0228  5.10 £ 0.243C
20 6.76 £ 0.08°* 6.90 £ 0.312A 6.64 + 0.05A 6.69 + 0.05%4 6.81+£0.08%*  6.21 £0.76%A
8% 0 om +0.022A 2.88 +0.02 6.39 £ 0.1738 6.97 £ 0.292/8 6.20 £ 0.52%8  3.05 + 0.08"C
20 .76 + 0.25P4 5.40 £ 0.4238 5.47 £ 0.43%8 5.38 + 0.30°8 5.62+0.36%8 5.43 +0.52%
Actividad antioxidante (umol ET/g bs)
0% 0 1253.4 + 1434 763.5+11.0°° 1131.0+47.0°® 1111.0+£38.3°8 1161.3 £8.12AB 1165.3 + 39.PAB
20 1426.7 + 27724  1125.6 £+ 1133~  1450.7 £ 0.20°* 1519.5+ 11224 1377.1 £233%A 1442.4 + 78.0%*
4% 0 733.1£14.3%A  388.1 £23.5°C  538.5+ 38.9%8 541.8 £12.73%8 440.45+5.6%¢  368.5+0.70°C
20 566.5 + 1032A 558.9 + 130.8%* 535.0 £ 54.58%" 515.8 + 20.73%A 499.10 + 91.72A 567.8 + 44.13A
8% 0 395.1 £ 12.6° 243.30+2.16°C  382.8+7.48%  329.6+13.2°8 342.75+3.5%® 336.07 +4.8%8
20 460.1 £ 14.3%A 483.69+56.9°A  444.4 £ 130.9°A 408.9 +£45.2%A 410.50 + 120°* 352.47 + 51.0%A

Todos los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 3

prueba de Tukey (P<0.05). SUST, sustitucion; Almacen, almacenamiento; ST, sin tratamiento; TT, tratamiento térmico.

Letras minusculas diferentes en la misma columna denotan diferencia significativa
entre tiempo de almacenamiento de cada porcentaje de sustitucion.Letras mayusculas diferentes en la misma fila denotan diferencia entre tratamientos mediantela
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dosis mas alta (14.39 mJ-cm2) presentaron en general los valores mas bajos de FT,
en comparacion con los ST. Se puede notar que en mezclas M4 y M8, se observo
un incremento de estos compuestos en los TT a los 20 dias de almacenamiento. A
diferencia de las dosis (D1, D2, D3 Y D4) utlizadas, las cuales al dia 20 de
almacenamiento el contenido de FT se vié disminuido. Por otro lado, Sew, et al.
(2014) y Goh, et al. (2012), observaron que en jugo de pifia una vez irradiado, habia
una disminucién del contenido de polifenoles totales cuando las dosis de UV-C
incrementaba, este hecho lo atribuyeron principalmente a la oxidacién promovida
por radicales libres producidos durante la exposicién de los jugos a la luz UV. Estos
radicales libres también pueden provocar respuestas al estrés, como la acumulacion
de fitoalexinas o bien, aumentar la extractibilidad de antioxidantes (Alothman et al.,
2009; Bhat et al., 2011), lo que permite detectar una mayor capacidad antioxidante
en jugos de frutas irradiados. Es por ello que la actividad antioxidante (AA) presento
un efecto significativo entre tratamiento y entre % de sustitucion, asi como también
la interaccion (p<0.05) entre ellos (Anexo 1; Tabla 36). En la Tabla 7 se muestra el
efecto del porcentaje de sustitucion durante el almacenamiento, ya que aparte de
que la actividad antioxidante se incremento al dia 20, a mayor sustitucién se obtuvo
menor AA,; resultando la siguiente secuencia en las mezclas MO>M4>M8. La AA de
los TT aplicados, tanto en el dia 0 como en el dia 20 fue menor comparada con los
demas tratamientos, encontrandose un aumento de la AA a los 20 dias de
almacenamiento. Los tratamientos irradiados tanto en el dia 0 como en el 20,
presentaron una estabilidad entre las dosis aplicadas, obteniendo valores mas
cercanos a las muestras sin tratar comparada con los TT, a excepcion de las dosis
mas altas (2 9.69 mJ-cm?), las cuales presentaron valores mas pequefios
comparados con las dosis mas bajas. Estos resultados concuerdan con los
realizados por Fund et al. (2019), donde la AA en jugos de meldn sin tratar disminuyé
un 58% después de 13 dias de almacenamiento, mientras que para las muestras
irradiadas con UV-C se mantuvo la AA. En respuesta a ello, algunos trabajos
refieren una disminucion de la actividad antioxidante de los jugos durante el
almacenamiento debido a la descomposicion de vitamitas y pigmentos (Cava y
Sgroppo, 2015; Ochoa-Velasco y Beltran, 2013).
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6.2.6 Color

El ANOVA realizado (Anexo 1; Tabla 38) y (Anexo 1; Tabla 39) mostré que el
almacenamiento tuvo un efecto significativo (p<0.05) en la luminosidad (L*) de las
mezclas con M4 y M8. La Tabla 8, muestra que en mezclas M4, presentd una
disminucién notable a los 20 dias de almaenamiento. En mezclas MO El parametro
L* fue mayor, indicando ser muestras mas luminosas o mas claras como era de
esperarse, por ser muestras que no contenian jugo de naranjita. Los tratamientos
aplicados y el almacenamiento no tuvieron diferencias significativas en los valores
obtenidos de luminosidad (p>0.05) (Anexo 1; Tabla 37). Para los parametros de
color a*y b* en las mezclas MO, se encontré que solo el almacenamiento tuvo un
efecto significativo entre los valores obtenidos (p<0.05). El parametro a*, que marca
la tendencia al color verde (siempre y cuando el valor sea mas negativo) no presenté
un efecto significativo (p>0.05). En las mezclas M4, tanto el almacenamiento como
los tratamientos aplicados tuvieron un efecto significativo (p<0.05) en el parametro
a*, disminuyendo el parametro a*, es decir, haciendose menos negativo durante el
almacenmiento, excepto para la dosis mas alta (14.39 mJ-cm2), esto indica que a
los 20 dias la bebida con 4% de sustitucion disminuye ligeramente su tonalidad
verde. Para las muestras M8, el parametro a* no presento diferencia significativa
(p>0.05) entre los tratamiento aplicados y los dias de almacenamiento. Por lo tanto,
las mezclas con 8% de sustitucion irradiadas después de 20 dias de
almacenamiento no presentaron cambios, con ello se puede asumir que los
tratamientos de irradiacion conservan en gran medida los pigmentos presentes
tanto del té verde como del jugo de naranjita durante el almacenamiento. Por ultimo,
el parametro b* mostré que el almacenamiento y el % de sustitucion tuvieron un
efecto significativo en las mezclas con 4% de sustitucion (M4) (P<0.05), mostrando
que al dia 20 de almacenamiento este parametro aumentd, indicando que las
tonalidades de la bebida se tornaron a colores amarillos, sucendiendo lo mismo con
las mezclas con mayor contenido de jugo de naranjita (8% de sustitucion). Estudios
realizados por Kim et al. (2007), encontraron que con el incremento de la
temperatura de 85 °C a 120 °C, el licor del té verde se volvio mas oscuro y menos

verde, tornandose también a coloraciones mas amarillas, después de ser
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Tabla 8. Efecto del almacenamiento en parametros de color de mezclas de té
matcha con diferentes sustituciones de jugo de naranjita irradiadas con luz UV-C y
tratadas termicamente

Almacen . . .
TRAT SUST (%) (Dias) L a b

0% 0 71.02+0.71, 0.20£0.104 8.8310.52,
20 71.13£0.004 -0.13+0.01,4 13.54+0.004
579 4% 0 68.22+0.10, -0.52+0.07, 15.9910.78,
’ 20 66.67+0.66, -0.19+0.064 23.01+£2.28,
8% 0 68.86+0.52, -0.19+0.09, 12.58+0.93p
20 66.34+0.74 -0.4040.0, 22.2241.93,
0% 0 70.33%£1.38, 0.1940.38, 10.86+£2.78,
20 69.58+0.94, -0.24+0.004 16.2911.14,
733 4% 0 69.29+0.39, -0.37+0.14, 13.47£1.73,
) 20 66.19+0.23, -0.03+0.19, 24.04+0.50,
8% 0 69.34+2.78, -0.18+0.17, 14.751£4.39,
20 66.66+0.11, -0.30+0.014 20.74+0.05,
0% 0 70.09+1.28, 0.1810.34, 10.98+0.42,
20 70.50+0.804 0.02+0.02 13.37+0.32,
9.69 4% 0 69.59+0.33, -0.20+0.04, 12.26£0.15;
) 20 67.9910.05; -0.17+0.004 19.41+£0.30,
8% 0 67.18+0.42, -0.32+0.26, 17.741£1.55,
20 64.00+1.79, -0.03+0.374 26.34+3.24,
0% 0 70.241+0.94, 0.2110.05, 10.83+0.07,
20 70.51+£1.60, 0.0110.084 12.02+£2.66,
o 0 70.28+0.04, -0.04+0.064 10.18+0.72,
14.39 4% 20 69.18+1.26, -0.25+0.15, 16.10+4.34,
8% 0 67.2810.074 -0.37+£0.11, 16.231£0.18,
20 67.46+1.65, -0.16+0.05, 18.97+5.77,

0% 0 71.09+1.39, 0.2410.864 9.66+2.21;,
20 70.28+0.47, 0.11x0.174 15.37£2.08,
ST 4% 0 69.06+0.874 -0.60+0.04, 14.5411.40,
20 67.16+0.48, -0.20+0.09, 22.71£2.15,
8% 0 66.95+2.21, -0.53+0.29, 17.24+3.26,
20 64.32+1.52, -0.77+0.02, 24.20+£2.87,

0% 0 70.08+1.96, 0.771£1.07, 9.31+2.56,
20 70.5910.06, -0.13+0.03, 16.50£0.05,
T 4% 0 69.42+1.07, -0.15+0.21, 12.78+£1.86,
20 66.36+1.24, -0.03x0.21, 24.14£5.13,
8% 0 66.531£2.55, -0.17£0.10, 17.31£5.36,
20 64.13+2.67, -0.24+0.77, 25.0545.674

Todos los valores se expresan como media + desviacién estandar (n = 3). TT, tratamiento térmico y
ST, sin tratamiento. Letras mindsculas diferentes en columnas denotan diferencias significativas
entre el tiempo de almacenamiento de cada % de sustitucion.
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procesadas; esto lo relacionaron con la oxidacion de los compuestos fendlicos

presentes en el té y la degradacion de clorofilas bajo condiciones de calentamiento.

6.2.7 Perfil de compuestos fendlicos

Los cromatogramas de HPLC (Figura 9) muestran el perfil de compuestos fendlicos
presentes en bebidas de té matcha con jugo de naranjita, obtenidos con la finalidad
de conocer el impacto de los ingredientes de la mezcla en la concentracién final de
los polifenoles individuales. Con los resultados de la cromatografia liquida, se
obtuvo que el té matcha asi como sus mezclas con jugo de naranjita mostraron una
buena resolucion de los principales compuestos fendlicos presentes en el té. El
meétodo utilizado separd los compuestos con el siguiente orden de elucion: acido
galico, acido clorogénico, acido cafeico, epicatequina, epigalocatequina-galato,
vainillina y rutina con tiempo de retencion de 4.8, 10.2, 11.91, 124, 12.8, 14.29 y
15.26 min, respectivamente. Las materias primas utilizadas para la elaboracién de
las bebidas fueron caracterizadas en su perfil de polifenoles individuales,
identificado en el té verde los siguientes polifenoles: acido galico, acido clorogénico,
epicatequina, epigalocatequina-galato y vainillina correspondiendo a los picos 1, 2,
4,5y 6, respectivamente. Mientras que el jugo de naranijita es fuente de polifenoles
tales como: el acido cafeico (pico 3) y la rutina (pico 7). Destacando que la
epigalocatequina galato fue uno de los principales componentes representativos del
té matcha de este estudio, seguido del acido clorogénico, acido galico y
epicatequina. En la literatura, menciona que las catequinas mas importantes que se
encuentran en el té verde incluyen (+)-catequina, (-)-epicatequina galato, (-)-
epigalocatequina,(-)-epigalocatequina galato, galocatequina y galocatequina galato.
Siendo la epigalocatequina galato, la catequina mas abundante en infusiones de té
y extractos de té verde (Vergne et al., 2018, Ortiz et al., 2008, Kim et al., 2007). La
disminucién de la concentracion de cada polifenol identificado debido al reemplazo
de té matcha por jugo de naranjita fue notoria, aun antes de ser procesados,
observandose disminuciones aproximadamente del 57% para mezclas con M4 y
M8, al igual que como se obtuvo en las concentraciones de los polifenoles totales.
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Figura 9. Cromatogramas del perfil polifendlico presente en bebidas de té matcha con jugo de

naranjita y componentes individuales de lamezclas, a) naranjita sin tratamiento de irradiacion,

b) té matcha con 0% de sustitucion, c) té matcha con 4% de sustitucion y d) té matcha con 8

% de sustitucion. Pico 1: acido galico, pico 2: acido clorogénico, pico 3: acido cafeico, pico 4:

epicatequina, pico 5: epigalocatequina galato, pico 6: vainillina, pico 7: rutina, picos con (*) no

fueron identificados.
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El analisis de varianza (Tabla 9) arrojé que el acido galico (AG), acido clorogénico
(ACI), la rutina (RT), epicatequina (EC), vainillina (VA) y epigalocatequina galato
(EGCG) fueron afectadas significativamente (p<0.05) tanto por el tratamiento
aplicado como por el porcentaje de sustitucion de té matcha por jugo de naranjita.
Para la RT se puede observar en la Figura 10 el claro efecto (P<0.05) del porcentaje
de sustitucion, ya que la concentracion de RT en las mezclas con 4% y 8% de
sustitucién (M4 y M8) es menor a todas las mezclas con 0% de sustitucion. Ademas
se puede observar en las mezclas MO que las diferentes dosis de irradiacion no
causaron efecto en la concentracion de RT, pues al compararlas con el control (ST)
no mostraron diferencia significativa con éste. Aunque también se observa que con
el tratamiento térmico se obtuvo una menor concentracién de RT, éste no presento
diferencia significativa comparado con el control y con los tratamientos irradiados
(Figura 10).

Para el AG, uno de los efecto notorios fue que en la mezcla M4 irradiada con la
ddsis mas alta (14.39 mJ-cm2) presentd un descenso en su concentracion, efecto
contrario al observado en la mezcla M8, donde a la dosis mas alta la concentracion
de AG se incremento (Figura 11). Cabrera et al. (2003) registraron concentraciones
de acido galico en diferentes tipos de té donde las concentraciones oscilaban entre
40 y 6700 pg/g, las concentraciones obtenidas en este estudio, se encuentran
dentro de estos valores (AG= 390 ug/g bs). Los comportamientos mostrados por las
mezclas se pueden deber al hecho de que los acidos fendlicos individuales se
encuentran influenciados por la acidez que otorga el jugo de naranjita al medio. Ya
que en estudios realizados por Jeszka-Skowron et al. (2015), encontraron que en
infusiones de té con limén poseian la mayor concentracion de rutina y acidos
fendlicos especialmente acido galico y clorogénico comparadas con tés que no

incluian el limon.
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Tabla 9. Analisis de varianza resumidos del efecto del tratamiento y porcentaje de

sustitucion en polifenoles individuales de las diferentes muestras de té matcha con

jugo de naranjita.

FUENTE GL AG ACI RT AC EC VA EGCG

Trat 5 1482.5* 25869* 9.461* 0.7487 71.63* 120.10* 919899*
Sust 2 11548.9* 400193* 262.836* 85.0777* 1563.87* 4741.18" 1826970*
Trat*sust 10 1509.2* 32443* 18.346* 1.1682 9299 324.40* 913632*
Error 18 440.1 8528 7.627 18793  91.68 71.98 93719

Trat: tratamiento, sust: sustitucion, cuadrados medios con *denotan diferencia significativa (p<0.05).
AG: acido galico, ACI; acido clorogénico, RT: rutina, AC: acido cafeico, EC: epicatequina, VA:
vainillina, EGCG: epigalocatequina galato.
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Figura 10. Efecto del procesamiento y porcentaje de sustitucion en la concentracion de rutina
en mezclas de té matcha con jugo de naranjita. ST: Sin tratamiento, TT: Tratamiento térmico,
Dosis UV-C: 5.79, 7.33, 9.69 y 14.39 mJ-cm™.
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Figura 11. Efecto del procesamiento y porcentaje de sustitucion en la concentracion de acido
galico en mezclas de té matcha con jugo de naranjita. ST: Sin tratamiento, TT: Tratamiento
térmico, Dosis: 5.79, 7.33, 9.69 y 14.39 mJ-cm™.

El acido clorogénico (ACI), fue uno de los compuestos fendlicos mas representativos
encontrados en la bebida de té matcha con naranjita, ya que se detectaron mayores
concentraciones en las diferentes mezclas comparados con otros polifenoles
individuales identificados (Figura 12), las cuales fueron similares a las obtenidas por
Kolackova et al. (2020) en muestras de té infundidas en agua. Como es notorio en
la Figura 12, los tratamientos irradiados presentaron valores similares al tratamiento
control (ST) para las 3 mezclas (MO, M4 y M8), solo la mezcla con 4% de sustitucion
a la dosis de UV mas alta, present6é una disminucion y fue diferente al control (ST)
y al resto de los tratamientos. Asimismo, se observa que el tratamiento térmico
disminuy6 significativamente (p<0.05), la concentracion de ACI, comparado con el
control (ST) en cada una de las mezclas probadas. La figura 12 también muestra
que al aumentar el porcentaje de sustitucion de té matcha por naranjita (M8), se

57



" FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

observa un incremento en la concentracién de ACI directamente proporcional a
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Figura 12. Efecto del procesamiento y porcentaje de sustitucion en la concentracion de acido
clorogénico en mezclas de té matcha con jugo de naranjita. ST: Sin tratamiento, TT:
Tratamiento térmico, Dosis UV-C: 5.79, 7.33, 9.69 y 14.39 mJ-cm™.

a la dosis aplicada, sucediendo lo contrario en la mezcla M4. A diferencia de todos
los compuestos fendlicos, el acido cafeico (AC) resulté ser el mas estable en las 3
mezclas en estudio independientemente del tratamiento aplicado, donde se obtuvo
que no existe un diferencia significativa entre los diferentes tratamientos aplicados
(p>0.05), siendo como lo arrojo el ANOVA solo significativo el porcentaje de
sustitucion, observandose también este efecto en la Figura 13.
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Figura 13. Efecto del procesamiento y porcentaje de sustitucion en la concentracion de acido
cafeico en mezclas de té matcha con jugo de naranjita. ST: Sin tratamiento, TT: Tratamiento
térmico, Dosis UV-C: 5.79, 7.33, 9.69 y 14.39 mJ-cm™.

Para la epicatequina (EC), aunque el ANOVA marco diferencias estadisiticas entre
los tratamientos, las dosis de irradiacion no presentaron diferencia comparadas con
el control (ST), teniendo concentraciones de 24.7, 12.6, y 11.6 mg/100 g bs para el
0%, 4% y 8% de sustitucion, respectivamente en muestras sin procesar, a partir de
estos valores también se puede ver el efecto del % se sustitucion para la
concentracion de EC. En la Figura 14, se puede observar el efecto del tratamiento
térmico, el cual fue el que marcé la diferencia estadistica entre tratamientos pues
ademas de que disminuyo en la 3 mezclas comparado con el control, en la mezcla

M8 fue significativamente diferente (P<0.05) a la muestra ST.
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Figura 14. Efecto del procesamiento y porcentaje de sustitucidon en la concentracion de
epicatequina en mezclas de té matcha con jugo de naranjita. ST: Sin tratamiento, TT: Tratamiento
térmico, Dosis UV-C: 5.79, 7.33, 9.69 y 14.39 mJ-cm™.

Por ultimo, para la epigalocatequina galato (EGCG), fue afectada signficativamente
tanto por los tratamientos como el porcentaje de sustitucion (p<0.05). De acuerdo con
la Figura 15, en las mezclas MO solo la dosis de irradiacién mas alta (14.39 mJ-cm?)
disminuyo su concentracion, sucendiendo lo mismo para la mezcla M4 y aumentado a
dicha dosis en la mezcla M8, sin embargo, comparado con el tratamiento control (ST)
ninguno de estos presentd diferencia estadistica. Solo los tratamientos térmicos
presentaron un efecto marcado para la EGCG, disminuyendo su concentracion en las
3 mezclas la cual fue significativamente diferente (p<0.05) con su respectivo control
(ST) (Figura 15). Vergne et al. (2018) encontraron que como maximo, observd
reducciones de epigalocatequina galato de un 10% en su concentracion en muestras
tratadas con UV-C inclusive a la dosis mas alta utilizada de 240 mJ-cm2 comparadas
con el control. En general, en las mezclas M8, se pudo observar estabilidad o un
aumento de la concentracién de los polifenoles individuales en funcién de la dosis UV-
C aplicada. En la literatura teorizan que la irradicion UV-C induce la epimerizacion de
las catequinas como la (-)-epicatequina
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Figura 15. Efecto del procesamiento y porcentaje de sustitucidon en la concentracién de
epigalocatequina galato en mezclas de té matcha con jugo de naranijita.ST: Sin tratamiento, TT:
Tratamiento térmico, Dosis UV-C: 5.79, 7.33, 9.69 y 14.39 mJ-cm™

(EC) a (-)-catequina y (+)-catequina, conduciendo a concentraciones mayores de los
compuestos (Verge et al., 2018). Por otro lado, Zimmermann y Gleichenhagen, (2011),
examinaron el efecto de aditivos y la disminucion del pH sobre la estabilidad de las
catequinas durante la infusion de té. Encontraron que la adicion de acido citrico a pH
3, produjo una mayor concentracién de epigalocatequina galato, epigalocatequina y
epicatequina galato, en comparacion con el té puro. Notaron que la disminucion del pH
influia en la alteracion estructural de las catequinas, pero no en la difusién de las
catequinas en el agua. Su et al. (2003), mencionan que la acidificacion de la bebida
incrementa la estabilidad, sin embargo, encontraron que la presencia de acido
ascorbico y acido citrico en la bebida provocaba la degradacion de los compuestos
fendlicos. Es por ello que se puede asumir que la adicion de naranjita posee un efecto
prooxidante al aportar el acido citrico y el acido ascorbico a la bebida. La Figura 16
muestra los cromatogramas obtenidos de las bebidas con 8% de sustitucion de té
matcha por jugo de naranjita, comparando el control con la dosis mas alta de
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irradiacion 14.39 mJ-cm™ y tratamientos térmicos convencionales. A partir de la
comparacién de los cromatogramas (a) y (b) de los tratamientos: ST y UV-C,

respectivamente, se observa como después del tratamiento con UV-C (Figura 16b).
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Figura 16. Cromatograma de te matcha con 8% de sustitucion de té matcha por jugo de
naranjita, a) sin tratamiento de irradiacion, b) tratamiento UV-C a 14.39 mJ-cm™ c) tratamiento
térmico convencional al dia 0. Pico 1: Acido galico, pico 2: acido clorogénico, pico 3: acido
cafeico, pico 4:epicatequina, pico 5: epigalocatequina galato, pico 6: vainillina, pico 7: rutina,
picos con (*) no fueron identificados. Picos con (*) no fueron identificados.
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Los polifenoles individuales permanecieron estables, ya que en ambos cromatogramas
(a y b) practicamente son iguales, observandose todos los picos del mismo tamafio.
En cambio, al compararlos con el tratamiento térmico (c), se observa un cambio
drastico en el perfil de polifenoles individuales, es decir, como todos los picos
identificados e incluso algunos no identificados disminuyeron después de este
tratamiento. Con esto se deja ver claramente como el tratamiento térmico afecta,
incluso en las diferentes mezclas (MO y M4) a la mayoria de los polifenoles

individuales.

6.2.7.1 Cambios en el perfil de polifenoles individuales en condiciones
de almacenamiento refrigerado a 4°C.

La concentracion de los polifenoles individuales indentificados por HPLC de las
mezclas de té matcha con diferentes porcentajes de sustitucion con jugo de naranijita,
procesadas a través de diferentes tratamientos (TT y UV-C) asi como del control (ST)
al dia 0 y 20 de almacenamiento en refrigeracion a 4 °C, se muestra en la Tablas 10,13.
El analisis de varianza realizado para cada polifenol identificado, arrojo que para el
acido clorogénico (ACI), el almacenamiento asi como los tratamientos, tuvieron un
efecto significativo (P<0.05) en los 3 porcentajes de sustitucion estudiados (Anexo 1;
Tabla 40, 41 y 42). En la Tabla 10, se observa un incremento aproximado del 5% en
la concentracion del ACI después de los 20 dias de almacenamiento comparado con
el dia 0. Este incremento también se observo para otros polifenoles individuales como
el acido galico (AG). El AG ademas de mostrar cambios significativos (P<0.05) entre
el tiempo de almacenamiento también presenté cambios entre tratamientos (ST, TT y
UV-C) (Tabla 10). ElI almacenamiento tuvo un efecto significativo (P<0.05) en las
mezclas MO, donde se observé un aumento considerable de la concentracion de AG a
los 20 dias de almacenamiento. El AG al igual que el ACI son estructuras simples que
conforman los principales acidos fendlicos del té (Zuo et al., 2002). El AG se encuentra
libre y forma parte de los taninos hidrolizables del té, estos taninos son susceptibles a
hidrolisis en presencia de acidos, bases o enzimas, permitiendo la liberacién gradual
de sus componentes primarios, ésteres de acido galico y unidad central de
carbohidratos (Glucosa) (Arapitsas, 2012, Quideau et al., 2011). Mediante la
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esterificacion de la catequina con acido galico se pueden formar galatos, obteniendose
asi la catequina-3-galato, la epicatequina-3-galato, la galocatequina-3-galato y la
epigalocatequina-3-galato (EGCG) (Friedman et al., 2005). La degradacion de las
catequinas esterificadas producen catequinas simples y acido galico durante el
procesamiento del té (Qin et al., 2012). Esto podria relacionarse con el incremento que
se observa en la concentracion de el AG durante el almacenamiento (Tabla 10), ya
que en la concentracion de EGCG en este estudio al dia cero, se observaron
concentraciones altas de estos compuestos, sin embargo, a los 20 dias de
almacenamiento (Tabla 13) se noté una disminucién de este componente, por lo que
puede atribuirse a una esterificacion de la EGCG que resultan a su vez, en acido
galico libre que contribuye al incremento de este polifenol (AG). Los cambios en
polifenoles del té, puede deberse a factores fisicos, quimicos y enzimaticos, asimismo
estas reacciones pueden ser potenciadas durante la produccion del té, fermentacion y
almacenamiento (Olmez y Yilmaz, 2010, Qin et al., 2012). Ademas pueden estar
influenciados por factores como temperatura, pH, humedad relativa, radiacion entre
otras (Ye et al., 2018, Li et al., 2011 y Bhat, 2016).

Esto puede explicar los resultados dinamicos en cambios en la concentracion de
polifenoles obtenidos, asimismo, las mezclas M4 y M8%, mostraron incrementos en la
concentracion de AG al dia 20 de almacenamiento, sin embargo, estos incrementos
fueron mas bajos en comparacién con los obtenidos por la mezcla MO. Para el acido
cafeico (AC), se observa que las mezclas procesadas y almacenadas a los 20 dias,
fueron mas suceptibles a cambios en la concentracion de este analito para mezclas
con naranjita (M4 y M8), especialmente en las mezclas M8 (Tabla 10), donde las
diferentes dosis al dia 0, presentaron una reduccion del 30% aproximadamente
comparadas con el control, por el contrario, a los 20 dias de almacenamiento se not6

un aumento del 41% para las muestras tratadas con las diferentes dosis.
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Tabla 10. Efecto del almacenamiento refrigerado a 4 °C en las concentraciones de acido galico y acido clorogénico de
mezclas de té matcha con diferentes porcentajes de sustitucion por jugo de naranijita.

AG ACI

TRAT  Almacen (mg/100 g bs) (mg/100 g bs)
(dias) 0% 4% 8% 0% 4% 8%

ST 0 7450 £+6.65° 37.28+3.19® 3518+0.34> 43448 £26.4° 183.07+7.66° 184.11%0.41°

20 40929532 3282:312% 36581572 442.63+0.25° 200.53+0.192 218.73 % 0.07°

T 0 4210 +£7.86 2576+3.10° 21.18+8.80> 27531+37.6> 144.90+12.7° 128.04 + 37.5

20 567.2+17.02 289.5+0.122 320.9+6.23% 410.33+20.72 195.18+8.65% 214.87 +6.16°

o 0 7216 £1.69° 3508+4.84> 2505+1.06° 404.21+14.0> 18254+ 16.42 147.53 £ 7.34°

20 15826 + 190°  321.7 +14.0° 374.6+24.8° 64653255 196.13+0.18° 213.17 + 5.28?

.. 0 64.36 +5.90° 31.98+241° 20.81+11.1° 357.02+953% 153.98+1.44°> 209.01+1.722

20 10379.3+ 862 279.1+27.37 357.0+£3.99  376.26+2.87% 184.52+7.30° 210.59 + 0.28?

D3 0 85.04 +2.38° 2844 +251° 3379+3.96° 446.82+43.5° 149.69+1.57° 180.68 £ 13.22

20 11486.1+8°  293.9+5612 357.5+14.22 471.86+10.82 194.10£0.72° 218.12 + 6.05°

o4 0 70.02+3.01° 1560+ 0.87° 38.13+233° 427.64+435° 104.59+0.93" 193.80 +11.32

20 10622.7 362 305.9+0.74° 374.0+27.2° 463.71+13.8% 195.05+0.07° 219.02 + 2.67°

Todos los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 3). Letras minusculas diferentes entre columnas denotan diferencias
significativas entre dias de almacenamiento mediante la prueba de Tukey (P<0.05). TRAT, tratamientos; Almacen, almacenamiento; ST, sin
tratamiento; TT, tratamiento térmico; D1, 5.79 mJ-cm?; D2, 7.33 mJ-cm?; D3, 9.69 mJ-cm?; D4, 14.39 mJ-cm?; AG: acido galico, ACI; acido

clorogénico.
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En mezclas MO, los tratamientos de irradiacion comparados con el control, no
presentaron diferencia significativa (p>0.05), observandose un comportamiento
estable entre las concentraciones de AC. En la epicatequina (EC), se encontré una
estabilidad en las concentraciones obtenidas tanto del dia 0 como del 20 de los
porcentajes 4% y 8 % de sustitucion (Tabla 11), es evidente que las mayores
concentraciones se obtuvieron en mezclas con 0% de sustitucion, ya que este
compuesto se encuentra en mayor proporcion en el té verde. Para este polifenol
(EC) los 20 dias de almacenamiento causaron un efecto significativo (p<0.05) entre
tratamientos (Anexo 1; Tabla 40, 41 y 42), donde la concentracion de EC del
tratamiento térmico al dia 20 tuvo una reduccion del 29.22% comparado con el
control (ST). Efecto contrario con las concentraciones obtenidas de EC de las
diferentes dosis de irradiacion, las cuales presentaron un incremento aproximado

del 34.74% comparado con el control (ST)

En la Tabla 12, se observa que la concentracion de rutina (RT) en las mezclas,
disminuy6 en forma general, con la adicion de naranjita. Para las mezclas con 8%
de sustitucion tanto el almacenamiento como los tratamientos, afectaron
significativamente (p<0.05) la concentracion de RT (Anexo 1; Tabla 42), por lo que
las dosis de irradiacion y el tratamiento térmico presentaron un incremento en la
concentracion de este polifenol aproximadamente del 36% entre todas las dosis
aplicadas, y del 45% para el tratamiento térmico, un efecto contrario sucedi6 con los
tratamientos control (ST), disminuyendo ligeramente en un 9% al dia 20 de
almacenamiento (Tabla 12). Sin embargo, en las mezclas con 4% de adicién de
naranjita el almacenamiento a los 20 dias, no mostré cambios significativos (p>0.05)
en su concentracion (Anexo 1; Tabla 41), excepto en algunos tratamientos sujetos
a radiacion, donde a las dosis mas altas se presenté un ligero aumento en la
concentracion de RT, mientras que con las dosis mas bajas (<7.33 mJ-cm™), se
observaron pequefas reducciones (aproximadamente del 18.5%) en concentracion
final de RT.
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de té matcha con diferentes porcentajes de sustitucion por jugo de naranijita.

AC EC
TRAT >_3,mom: (mg/100 g bs) (mg/100 g bs)
(dias) 0% 4% 8% 0% 4% 8%
0 6.15+0.50* 3.30+0.03? 3.46 £ 0.082 24.7 +2.06° 12.6 + 0.442 11.6 £0.312
ST 20 6.17 £0.002  3.01 £ 0.05° 3.43 £ 0.002 32.3+0.162 9.13+£0.08° 11.3 £ 0.032
0 6.19+0.50* 3.19 1+ 0.052 2.33 £0.392 22.0 £7.292 9.26 + 1.232 5.87 + 2.592
m 20 6.26 £ 0.012  2.90 + 0.02° 3.37 £ 0.002 22.9 £ 0.042 8.73+£0.01° 10.8 £ 0.032
D1 0 6.21£0.572 3.24 £0.032 240 £ 0.27° 24.7 +1.29° 12.4 + 0.992 6.43 £ 0.55°
20 7.15+0.002 3.01+0.00° 3.51+0.01° 43.6 +0.182 9.43 +0.022 11.0 £ 0.002
.. 0 5.96 £+ 0.392  3.24 £ 0.09? 249 +0.12° 18.0 £ 1.92° 11.8 £ 1.572 7.25+1.952
20 6.93+0.012 2.95+0.002 3.53 £ 0.002 41.8 + 3.202 9.00 £ 0.01° 11.7 £ 0.042
03 0 6.24 +0.512 3.18 £0.052 2.50 £ 0.30° 25.9 + 0.00° 10.5 £ 0.69? 8.39 + 0.50°
20 6.55+0.022  3.02 £ 0.022 3.57 £ 0.002 34.9+0.432 9.35 + 0.04 11.4 £ 0.012
D4 0 6.06 £ 0.352  3.04 £ 0.062 2.56 + 0.39° 23.8 +3.182 7.60 £ 0.91° 9.28 + 0.992
20 6.69+0.212 3.05+0.012 3.55+0.01° 31.6 £ 0.242 9.26 + 0.002 11.8 £ 0.042

Todos los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 3). Letras minusculas diferentes entre columnas denotan diferencias
significativas entre dias de almacenamiento mediante la prueba de Tukey (P<0.05). TRAT, tratamientos; Almacen, almacenamiento; ST, sin
tratamiento; TT, tratamiento térmico; D1, 5.79 mJ-cm?; D2, 7.33 mJ-cm?; D3, 9.69 mJ-cm?;, D4, 14.39 mJ-cm?; AC: &cido cafeico, EC;

epicatequina.
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Tabla 12. Efecto del almacenamiento refrigerado a 4 °C en las concentraciones de vainillina y rutina de mezclas de té

matcha con diferentes porcentajes de sustitucion por jugo de naranijita.

Almacen VA RT
TRAT (dias) (mg/100 g bs) (mg/100 g bs)
0% 4% 8% 0% 4% 8%
ST 0 38.63+0.80° 17.22+1.112  18.79+0.322  9.90+0.07° 3.76+0.35°  4.51 +0.37°
20 3444 +2.92° 1427+091° 17.58+0.722  6.74+0.77° 3.57+0.23°  4.06 +0.55°
T 0 40.74 £+2.40° 14.09+1.44° 9.078+3.93% 7.70+2.16° 3.76+0.32° 2.40+0.82°
20 33.11+2.36° 14.69+0.85° 14.86+3.742 7.69+056° 3.19+0.04° 3.49 +0.15°
D1 0 37.25+2.44°> 17.92+1.74° 10.03+1.23° 8.72+0.01° 4.41+0.13° 2.72+0.17°
20 52.91+1.58% 14.88+0.64° 17.89+058% 965+2.112 3.63+0.00° 5.26+0.58°
D2 0 2941+0.25° 1591+1.63° 11.38+293% 7.54+091° 4.06+0.74° 2.82+0.37°
20 53.68 +2.14° 13.12+0.27° 17.98+0.35° 11.27+0.0° 3.24+0.47°  3.90 + 0.22°
D3 0 4143 +3.97° 1457+0.36° 12.93+0.08> 10.79+04° 3.55+0.12°  3.20 + 0.00°
20 37.11+5.888 13.94+0.20°0 17.70+0.09° 9.97+0.98° 3.61+0.48"  3.39%0.37°
D4 0 40.59 +0.42° 8307 +1.71°  14.40%236° 10.18+0.12 2.56+0.07° 3.32 +0.03°
20 43.45+£20.0° 14.72+1.30°  18.30+0.75%° 7.24+3.797 3.63+0.03%  3.65+0.32°

Todos los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 3). Letras minusculas diferentes entre columnas denotan diferencias
significativas entre dias de almacenamiento mediante la prueba de Tukey (P<0.05). TRAT, tratamientos; Almacen, almacenamiento; ST, sin

tratamiento; TT, tratamiento térmico; D1, 5.79 mJ-cm™?; D2, 7.33 mJ-cm’?; D3, 9.69 mJ-cm?; D4, 14.39 mJ-cm?; VA: vainillina, RT; rutina.
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Un efecto contrario sucedié en las mezclas con MO, donde se obtuvo que a la dosis
mas alta (14.39 mJ-cm) se redujo un 28% la concentracion de RT al dia 20 de
almacenamiento, sucediendo lo mismo en el tratamiento control (ST), donde se
observo una reduccion del 31% después de los 20 dias. Para la vainillina (VA), el
almacenamiento no tuvo un efecto significativo (p>0.05) en mezclas con 0 y 4% de
sustitucion (Anexo 1; Tablas 40 y 41), a diferencia de las mezclas con 8% de
sustitucidn (Anexo 1; Tabla 42), que tanto los tratamientos como el almacenamiento
presentaron diferencias significativas (p<0.05). Por ultimo, la epigalocatequina
galato (EGCG) como lo muestra la Tabla 13, se obtuvo que en mezclas MO, el
almacenamiento tuvo un efecto significativo (p<0.05) en la concentracion, asimismo
las diferentes dosis de irradiacion en estudio y el control, presentaron una reduccidn
de aproximadamente del 45% en la concentracion final de EGCG a los 20 dias de

almacenamiento.

Tabla 13. Efecto del almacenamiento refrigerado a 4 °C en las concentraciones de
epigalocatequina galato de mezclas de té matcha con diferentes porcentajes de

sustitucion por jugo de naranjita.

EGCG
TRAT  ATee (Mg/100 g bs)
0% 4% 8%
ST 0 790.1 £48.32 412.2 +17.32 153.6 + 3.75?
20 548.1 + 1302 150.8 £ 3.75>  347.6 + 18.22
T 0 169.1 £ 73.6° 59.45 + 14.62 101.7 + 33.6°
20 953.9 = 1042 153.6 +29.12  316.6 £ 28.5°2
D1 0 1211.2 £ 1402 334.4 £ 83.92 192.1 £ 5.4°
20 578.5 + 2.95° 176.6 + 27.42  361.8 £32.32
D2 0 846.9 £ 22.22 233.1+51.92  91.69+21.1°
20 466.1 + 170° 201.8 £2.58%  346.6 + 28.7°
D3 0 969.6 £ 74.42 230.1 £80.62  344.5 + 58.8°?
20 509.4 + 2.95° 173.7+12.12  278.6 £ 31.32
D4 0 539.7 £ 48.72 208.2 + 93° 424.7 + 79.62
20 385.7 + 3.90° 1949 +31.42  362.2 £ 22.4°2

Todos los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 3). Letras mindsculas
diferentes entre columnas denotan diferencias significativas entre dias de almacenamiento
mediante la prueba de Tukey (P<0.05). TRAT, tratamientos; Almacen, almacenamiento; ST, sin
tratamiento; TT, tratamiento térmico; D1, 5.79 mJ-cm™?; D2, 7.33 mJ-cm?; D3, 9.69 mJ-cm?; D4,
14.39 mJ-cm?; EGCG, epigalocatequina galato.
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En mezclas M4, se observa que las diferentes dosis ejercieron una disminucion en
la concentracion de EGCG al dia 20 (alrededor del 22.5%) comparada con el
aumento que presentaron los tratamientos térmicos. Con respecto a mezclas M8, a
dosis bajas 5.79 y 7.33 mJ-cm? presentaron aumentos del 46 y 73%,
respectivamente, encontrandose que a dosis mayores 9.69 y 14.39 mJ-cm?, se
redujeron un 19 y un 15%, respectivamente durante los 20 dias de almacenamiento

refrigerado a4 ° C.

6.2.3 Evaluacién sensorial

Los resultados de la prueba triangular realizada se muestra en la Figura 17. Para
encontrar diferencias significaticas entre muestras para 55 jueces (total de
participantes en el analisis sensorial de este estudio), se requiere con un nivel de
significancia de 1% que 28 de éstos acierten o detecten dicha diferencia entre las
muestras presentadas (Roessler, et al., 1948). Como se puede observar en la
Figura 17, las muestras irradiadas con UV-C no presentaron diferencia significativa,
comparadas con el tratamiento térmico convencional (control), por lo tanto, los

jueces no detectan diferencia entre ambas muestras.
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Tecnologia utilizada para conservar la bebida

Figura 17. Prueba triangular desarrollada para indentificar diferencias entre tratamientos

térmicos frente a tratamiento de irradiacion con UV-C, en bebidas de té matcha con jugo

de naranijita. N= 55 observaciones, tecnologia UV-C= 14.39 mJ-cm™ y TTC= tratamiento
térmico convencional 85 °C x 30 s.
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Estos resultados son favorables, por la aceptabilidad alcanzada por el panel,
indicando que esta tecnologia térmica alternativa para el procesamiento de este tipo
de bebidas resulta beneficiosa, ya que la bebida irradiada refleja ser adecuada y
podria ser considerada para sustituir al TTC (control) al no haberse detectado

diferencia.

6.3. Tercera fase: Evaluacion del tratamiento combinado de UV-C+
tratamiento térmico moderado (55 °C x 30 s) vs. tratamiento térmico
convencional (85 °C x 30 s)

Con base a los resultados obtenidos en la segunda fase. Se eligio la mezcla con 8%
de sustitucion, esta decisidon radica en que la incorporacion de mayor cantidad de
naranjita a la mezcla potenciara y enriquecera el licor del t¢ matcha que conserva
un sabor neutro, con sabores y aromas mas agradables para el paladar del
consumidor, sin observar cambios en la aceptabilidad comparado con mezclas
tratadas térmicamente, conservando en mayor medida los componentes bioactivos
que tienen un efecto benéfico a la salud. Si bien, para la incorporacién de nuevas
tecnologias a la industria alimentaria es necesario evaluar distintos atributos y
parametros sobre la calidad de las bebidas finales, también se requiere conocer la
efectividad de los tratamientos y la estabilidad que presentan las bebidas durante
su almacenamiento refrigerado, con el fin de conocer el comportamiento de la
bebida y los cambios que van experimentando en el tiempo y a su vez, definir hasta
que punto la bebida sigue conservando las caracteristicas deseables y seguras para

el consumidor.

6.3.1. Caracterizacion de la muestra

En este sentido, la mezcla formulada con té matcha con 8% de sustitucidén sin
procesar utilizada para la tercera fase presentd las siguientes caracteristicas:
211.66£2.35 UNT, cantidad de sélidos solubles de 1.13+0.05 °Brix, pH de
3.01£0.01, color: parametro de Luminosidad (L*): 69.51+£0.14, (a*):-1.52+0.05, con
tendencia al verde, y parametro (b*): 14.35+0.15 con tendencia al amarillo. La
bebida formulada, se sometidé a diferentes tratamientos TT: tratamiento térmico
convencional a 85 °C x 30 s), UVTTM: tratamiento combinatorio de UV-C 14.39
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mJ-cm? seguido de un tratamiento térmico moderado 55 °C x 30 s, TTM: tratamiento
térmico moderado individual 55 °C x 30 s y UV-C: tratamiento de irradiacion
individual a 14.39 mJ-cm?. La evolucién de los cambios fisicoquimicos vy
comportamiento microbioldgico se evaluaron en los 0, 15, 30 y 60 dias de

almacenamiento en refrigeracion a 4 °C.

6.3.2 Evaluacién de analisis fisicos durante almacenamiento
refrigerado

La evolucion del pH y °Brix durante el almacenamiento refrigerado se muestran en
las Tablas 14 y 15, respectivamente. De acuerdo con el analisis de varianza
realizado, se encontro que el pH no tuvo un cambio significativo (p>0.05) (Anexo 2;
Tabla 43), entre los tratamientos, sin embargo, el almacenamiento provocd un
incremento significativo (p<0.05), donde el tratamiento sin procesar al dia 0 presentd
el valor mas bajo 3.0+0.01, comparado con el resto de los dias. Los valores de pH

oscilaron entre 2.89 y 3.20, exhibiendo una estabilidad constante hasta el dia 60.

Tabla 14. Efecto individual
almacenamiento sobre el pH en bebida de té matcha con jugo de naranijita.

y combinatorio de tecnologias y tiempo de

TRATAMIENTO PH
Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 60
ST 3.0020.01pa  3.07$0.0sa 3.06£0.00,a  3.0820.00a4
T 2.95+0.10.a 3.0130.0sa 3.06£0.00,a  3.2020.28.4
UVTTM 2.89:0.09.,a 3.07:0.0.a 3.04:0.01aa  3.070.00aa
TTM 2.95+0.00.a 3.10:0.0sa 3.06£0.00,a  3.0720.00a4
uv 3.0240.02.a  3.07$0.0sa  3.0640.60,a  3.0820.00a4

Los valores reportados son el promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Medias con letras
minusculas distintas en la misma columna denotan diferencia significativa por efecto del tratamiento
y letras mayusculas diferentes en fila, indican diferencia significativa durante el almacenamiento
mediante la prueba de Tukey (p<0.05). ST, sin tratamiento; TT, tratamiento térmico; UVTTM,
tratamiento combinatorio de irradiacion UV-C+tratamiento térmico moderado, TTM, Tratamiento
térmico moderado 55 °C x 30 s, iradiacién UV-C a 14.39 mJ-cm™.
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6.3.2.1 Sélidos solubles (°Brix)

Los solidos solubles (°Brix) contenidos en las bebidas procesadas no mostraron
diferencias entre el control ST: 1.13-1.45, (UV-C) individual: 0.83-1.16, tratamiento
térmico (TT): 1.01-1.21 °Brix y el tratamiento combinado (UVTTM): 1.03 -1.15 °Brix,
desde el dia 0 al dia 30 de almacenamiento, notandose al dia 60, una disminucién
de °Brix en muestras tratadas con UV-C y TTM. Tratamiento térmico convencional
y UVTTM no presentaron diferencia significativa (p>0.05) entre los dias de
almacenamiento (Anexo 2; Tabla 44). Resultados similares fueron reportados por
Ferrario et al. (2018), en mezclas de jugo de zanahoria y naranja con adicion de
Yerba Mate, donde no detectaron cambios en °Brix, en muestras tratadas a
excepcion de las tratadas con tratamientos combinatorios, asociado a la adicién de
Yerba mate a la bebida (Tabla 15).

Tabla 15. Efecto individual y combinatorio de tecnologias sobre los sélidos solubles
presentes en bebidas de té matcha con 8% de sustitucion con jugo de naranijita

durante el tiempo de almacenamiento refrigerado a 4°C.

TRATAMIENTO " Brix
Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 60
ST 1.13+£0.05pcaA 1.25+0.04pA 1.03+0.00ca  1.45%0.002a
TT 1.11£0.02.a  1.2130.02.a  1.0140.042a  1.08+0.012a
UVTTM 1.03£0.02:a  1.1530.05,a  1.0540.00sa  1.110.050a
TTM 1.01£0.04pa  1.1840.04pa  1.0120.01pa  1.01+0.04.s
uv 1.1640.050a  0.96%0.07a0a  1.0840.15,  0.83+0.05p8

Los valores reportados son el promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Medias con letras
minusculas distintas en la misma columna denotan diferencia significativa por efecto del tratamiento,
y letras mayusculas diferentes en fila, indican diferencia significativa durante el almacenamiento
mediante la prueba de Tukey (P<0.05). ST, sin tratamiento; TT, tratamiento térmico; UVTTM,
tratamiento combinatorio de irradiacién UV-C + tratamiento térmico moderado; TTM, tratamiento
térmico moderado 55 °C x 30 s; UV, irradiacion UV-C a 14.39 mJ-cm™

6.3.3 Color
La evolucion de los valores medios de los parametros L* a*y b* correspondientes

a las muestras tratadas individualmente con las tecnologias de irradiacion
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ultravioleta y térmicas asi como su combinacion, se muestran en la Tabla 16. Se
registraron diferencias significativas (p<0.05) para los valores de L* a*y b* entre
los tratamientos aplicados y durante los dias de almacenamiento (Anexo 2; Tabla
45, 47). Es notorio que en las muestras sin tratar (control) durante el periodo de
almacenamiento, la luminosidad de la bebida se va perdiendo. Tornando las
coloraciones de las bebidas a mas opacas y oscuras, producto de la degradacion
de compuestos como las clorofilas (OStadalova et al. (2015), encargadas de conferir
el color verde caracteristico a la bebida. Los diferentes tratamientos aplicados
exhibieron diferencias, donde se puede observar que tanto los UVTTM como el TTM
utilizado individualmente al dia 0 de almacenamiento, conserva en mayor medida la
luminosidad de la bebida, comparada con los TT (p<0.05), que presentaron los
valores mas altos de L*. Partiendo de este hecho, las fluctuaciones del parametro
L*, que se presentaron durante el almacenamiento, se puede atribuir a los cambios
en los pigmentos contenidos en la bebida (clorofila) Ostadalova et al., (2015).
Asimismo, Kim et al. (2007) reportaron que en bebidas de té verde procesadas
térmicamente la bebida se tornaba mas oscura a medida que se incrementaba la
temperatura de procesamiento. Estos resultados los relacionaron con la oxidacion
de las catequinas presentes en el té y la degradacion de las clorofilas bajo
condiciones de calentamiento. Asimismo, de las coordenadas cromaticas, el
parametro a* presentd valores negativos lo cual indica que se inclinan hacia colores
verdes. El tratamiento combinatorio (UVTTM) se observa una estabilidad durante
los primeros 30 dias de almacenamiento, en este parametro, siendo hasta el dia 60,
donde comienza una marcada degradacion del color, tal como ocurre con el
tratamiento térmico convencional, donde se observa que el valor obtenido se inclina
hacia valores positivos (colores rojos o marrones). Esta misma tendencia se puede
observar para el resto de los dias de almacenamiento para este tratamiento.
También se puede notar que la radacion ultravioleta aplicada individualmente
presenta mejor estabilidad en el parametro a* comparada con los tratamientos
térmicos. Por ultimo, el parametro b* (azul-amarillo), mostré tendencias a color
amarillo. EI UVTTM presenté valores cercanos al control comparado con el TT, el

cual es el tratamiento que exhibe valores mas bajos en comparacién con el resto de
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los tratamientos. Al dia 60 se observa que para todos los tratamientos, la tendencia
al color amarillo disminuye considerablemente, evidenciando la poca estabilidad de
los compuestos fitoquimicos relacionados con el color. Se ha descubierto que el
almacenamiento de té verde conduce a una disminucion de la concentracion de
clorofila. En estudios realizados por OsStadalova et al. (2015) en muestras
almacenadas durante 2 meses, se observo una disminucion significativa en
contenido de clorofilas, mencionan que la pérdida de clorofila puede explicarse por
su sensibilidad a la luz, temperaturas mas altas y pH del medio. Astley et al. (2003),
mencionan que durante el almacenamiento puede llevarse a cabo la liberacion de
acidos grasos y una acidificacion posterior de las sustancias presentes en el té, que
a su vez provoca la inestabilidad de la clorofila. Ademas, el acceso de oxigeno a la
sustancia en combinacién con la luz conduce a la liberacion de magnesio de la
molécula de clorofila que es reemplazado por hidrégeno, lo que permite la creacion
de feofitinas, los derivados de hidrégeno, y luego pirofeofitinas y feoférbidos. Este
proceso da como resultado un cambio de color que van del verde a colores
marrones, tal como lo describe Mayer, (1986). Mismos cambios se observan cuando
los tés son sometidos a fermentacion o bien a procesamientos térmicos (Kosifnska
y Andlauer, 2014). Ding, (2005), menciona que cualquier manipulacion que facilite
el acceso de oxigeno al té contribuira a la degradacion de los pigmentos naturales,
incluida la clorofila. Esto explica los resultados obtenidos en este estudio al ser
mezclas con bajos pH y tratadas térmicamente es notorio en el parametro a* al dia
0. Por otro lados, es evidente la inestabilidad que sufren las clorofilas al marcar
tendencias positivas, hacen que las bebidas se tornen a colores marrones o rojizos.
Asimismo, la luminosidad de la bebida se encuentra comprometida al presentar
valores bajos, esto quiere decir, que se inclina a colores mas opacos u obscuros.
Deng et al. (2018), menciona que los cambios en el pH podrian afectar la estabilidad
de los polifenoles al cambiar sus formas quimicas, lo que también es parte de la
razon a la que le atribuyen la variacidon de color a los polifenoles.
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Tabla 16. Efecto individual y combinatorio de tecnologias de UV-C y tratamientos
térmicos moderados, durante el tiempo de almacenamiento sobre los parametros

de color en bebida de te matcha con jugo de naranjita

TRATAMIENTO £
DIA 0 DIA 15 DIA 30 DIA 60
ST 69.5140.14gc  70.85+0.33pc  72.02+0.23.a  70.50+0.03¢
T 71.09£0.04ca 72.41+0.01aa 69.91#0.14qc  71.57£0.00p4
UVTTM 69.86+0.05:c  70.89+0.00.5 69.08+0.67co  70.90+0.01ap
TT™M 69.67+0.12c0 68.94+0.01qe  70.29+0.06ps 71.40+0.01a8
uv 70.59+0.03ps  70.38+0.01co  70.37+0.27qs  71.31+0.00ac
TRATAMIENTO a-
DIA 0 DIA 15 DIA 30 DIA 60
ST -1.5240.05.c  -1.2840.16c  -0.51#0.322a  -0.39+0.25sc
TT -0.74%0.035a  -0.21#0.03,a  -0.79+0.085c  -0.15+0.022a
UVTTM -1.4840.03c  -1.07#0.02s -1.07+0.02,  -0.40+0.03.8
TT™ -1.68£0.22;p  -1.92#0.03;p  -0.93+0.02:p  -0.46+0.03a8
uv -1.39£0.04  -1.73%0.03¢p  -0.56+0.02b5  -0.23+0.022a
TRATAMIENTO b
DIA 0 DIA 15 DIA 30 DIA 60
ST 14.35£0.15,c 12.53+0.93,c 8.90+0.06¢c  12.46+0.02a
TT 10.34+0.02, 7.93+0.01¢¢  13.81+0.46.c 10.1120.01ae
UVTTM 14.74+0.11p8  12.4840.02,0 17.93%0.02,4 12.01+0.0248
TT™ 15.560.730a 17.8320.01sa 14.2940.04cs  11.31+0.004c
uv 13.1240.03c0  15.10£0.00a8  13.32+0.03sp  11.0020.01ap

Valores medios de seis réplicas + desviacion estandar. Medias con letras minusculas distintas en la
misma fila denotan diferencia significativa por efecto del almacenamiento. Medias con letras
mayusculas diferentes en las columnas denotan diferencia significativa por tratamiento mediante la
prueba Tukey (p<0.05). ST, sin tratamiento, TT,tratamiento térmico 85 °C x 30 s; UVTTM, tratamiento
combinatorio de irradiacion UV-C+tratamiento térmico moderado TTM, Tratamiento térmico
moderado 55 °C x 30s; UV, irradiacion UV-C a 14.39 mJ-cm™
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6.3.4 Contenido de polifenoles totales (CPT)

Los tratamientos aplicados y el tiempo de almacenamiento presentaron cambios
significativos (p<0.05) sobre la concentracion de polifenoles totales (Anexo 2; Tabla
48). Sin embargo, al realizar comparaciones entre los tratamientos, fue notorio que
al dia 0 el procesamiento no presenté diferencias entre tratamientos. A los 15 dias
de almacenamiento se observo el mismo comportamiento, a excepcién del
tratamiento con UV-C individual, donde se obtuvo el valor mas bajo de
concentracion de estos compuestos (61.08 + 0.37 mg EAG/g bs). Cabe mencionar
qgue la concentracion de polifenoles obtuvo un aumento del 48% alcanzando el punto
mas alto en la concentracion al dia 15 de almacenamiento en la mayoria de los
tratamientos, sin embargo, al dia 30 este comportamiento se invirtid, observandose
la drastica caida en el contenido de polifenoles. El tratamiento UVTTM durante los
60 dias de almacenamiento obtuvo valores muy similares con respecto al
tratamiento control tanto el dia 0 como al dia 15 de almacenamiento. Tal como lo
muestra la Tabla 17. Resultados similares fueron reportados por Ferrerio et al.
(2018), donde observaron que en muestras tratadas con la combinacién de
tecnologias UV-C y tratamientos térmicos no mostraron cambios en el contenido de
polifenoles durante el amacenamiento en comparaciéon con el dia 0, mencionando
que en estas concentraciones permanecieron significativamente mas altas
comparadas con el control. Partiendo del hecho que la estabilidad de los
compuestos fendlicos depende de muchos factores entre ellos, el pH, el
procesamiento aplicado, iones metalicos, asi como la estructura de los mismos
(Deng et al., 2018). El comportamiento observado en este estudio se puede atribuir
a los tiempos cortos de exposicion de la radiacion UV-C, aunado que los
tratamientos térmicos moderados utilizados no generan el mismo impacto que los
tratamientos térmicos convencionales, los cuales provocan una mayor degradacion.
Ademas, el impacto que se genera en la bebida, no dafia al grado de permitir que
ocurran reacciones de fotooxidacion de polifenoles.
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Tabla 17. Efecto individual y combinatorio del procesamiento con UV-C vy
tratamientos térmicos y tiempo de almacenamiento sobre la concentracion de
polifenoles totales en bebidas de té matcha con 8% de sustitucion con jugo de
naranjita.

Polifenoles totales (mg EAG/g bs)
TRATAMIENTO

Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 60
ST 49.78 £ 0.020a 74.77 £ 0.58.a 48.99 £ 0.56pc 31.18 £ 0.40cA
1T 51.37 £2.35pn 73.80 £0.88aa 54.65+1.17p8 29.60 £ 4.54ca
UVTTM 52.48 £ 2.47pn 73.80+0.912a 53.72 +0.26p8 36.66 + 2.90cA
TT™ 92.97 +2.47pn 7548 £1.76aa 57.42+0.57p8 12.53 £ 3.70cs
uv 56.53 £ 0.22,n 61.08 £ 0.37ap8 63.78 £ 1.80an 34.74 £ 2.90cA

Los valores reportados son el promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Medias con letras
mayusculas distintas en la misma columna denotan diferencia significativa por efecto del tratamiento,
y letras mindsculas en la misma fila denotan diferencia entre dias de almacenamiento mediante la
prueba de Tukey (p<0.05). ST, sin tratamiento, TT, tratamiento térmico 85 °C x 30 s; UVTTM,
tratamiento combinatorio de irradiacion UV-C+tratamiento térmico moderado TTM, tratamiento
térmico moderado 55 °C x 30s, UV, irradiacion UV-C a 14.39 mJ-cm™

6.3.5 Actividad antioxidante (AA)

En la tabla 18, se muestra la evolucion de la actividad antioxidante de la bebida de
té matcha con jugo de naranjita para los diferentes tratamientos durante el periodo
de almacenamiento refrigerado. Donde se obtuvo que tanto el tratamiento como el
tiempo de almacenamiento, tuvieron un efecto significativo en la actividad
antioxidante de la bebida (Anexo 2; Tabla 49). Sin embargo, es notorio que al dia 0O,
los tratamientos no presentaron diferencias significativas entre la AA obtenida,
comparadas con el control (ST), a excepcion del tratamiento térmico moderado
(TTM), el cual exhibié la menor actividad, obteniéndo valores de 623.25 ymol ET/g
bs. Para el dia de almacenamiento 15, se nota una estabilidad constante en la
actividad aproximadamente del 57%, para todos los tratamientos, resaltando que
tanto el tratamiento control (365.13 pymol ET/g bs), como los tratamientos térmicos
moderados individuales (349.86 ymol ET/g bs) y los tratamientos UV (331.98 pmol
ET/g bs) presentaban menor AA comparada con el tratamiento combinatorio 407.79

pumol ET/g bs. Estudios realizados por Nekvapil et al. (2012) en muestras de té sin
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procesar con la incoporacion de jugo de citricos revelaron que la capacidad
antioxidante disminuy6 un 11.5% después de 4 dias de almacenamiento a 4°C.
Dentro de los principales factores que repercuten en la calidad del té y la estabilidad
de las catequinas durante el almacenamiento son la luz, el oxigeno y la temperatura
(Sun et al., 2018, Zhu et al., 1997). También, en bebidas “ready to drink” el material
de empaque tiene una importante influencia en la estabilidad de los componentes
durante su almacenamiento. Kim et al. (2007), evaluaron el impacto de tres
materiales de empaque vidrio, PET y pouch esterilizable sobre la estabilidad en las
infusiones de té verde y encontraron que las catequinas eran estables hasta las 6
semanas de almacenamiento refrigerado y en ausencia de luz. La capacidad
antioxidante de las infusiones de té verde disminuyo6 en un 18, 14 y 30% en vidrio,
PET y bolsa esterilizables, respectivamente, siendo el PET y el material de vidrio
las que obtuvieron una menor pérdida. Los autores explican que las diferencias
obtenidas pueden deberse a las diferentes permeabilidades al oxigeno que
presentan los materiales de empaque. Es por ello que el almacenamiento durante
un periodo de tiempo prolongado y el material de empaque puede provocar una

pérdida de la calidad del producto (Kosinska y Andlauer, 2014).

Tabla 18. Efecto individual y combinatorio del procesamiento con UV-C vy
tratamientos térmicos sobre la actividad antioxidante en bebidas de t¢ matcha con

8% de sustitucidon con jugo de naranjita durante el tiempo de almacenamiento.

Actividad antioxidante (umol ET/g bs)

TRATAMIENTO

Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 60
ST 7715+ 3.57.n 623.2£4.55,5 365.1 % 11.8:5c 339.6 + 4.60ca
TT 782.2+6.17.4 789.8 +3.90.a 387.2+4.93ps 250.9 * 7.38cs

UVTTM  779.4+3.90. 7902+ 17.6aa 407.7+7.87oa 277.1£2.01cs

TT™ 779.9£12.0. 781.7 £4.11aa 331.9+10.80c  208.5 £ 3.450c
uv 627.4 £10.9.5 591.3£3.68.8 349.8£5.18,c  358.8 + 20.1pa

Los valores reportados son el promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Medias con letras
mayusculas distintas en la misma columna denotan diferencia significativa por efecto del tratamiento,
y letras minusculas distintas en la fila indican diferencia entre dias de almacenamiento, mediante la
prueba de Tukey (p<0.05). ST, sin tratamiento, TT,tratamiento térmico 85 °C x 30 s; UVTTM,
tratamiento combinatorio de irradiacion UV-C+tratamiento térmico moderado; TTM, Tratamiento
térmico moderado 55 °C x 30 s; UV, irradiacion UV-C a 14.39 mJ-cm
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6.3.6 Flavonoides totales (FT)

Enla Tabla 19, se muestra el comportamiento de la concentracién de los flavonoides
totales a través del tiempo de almacenamiento refrigerado de los diferentes
tratamientos aplicados a las bebidas de té matcha con jugo de naranijita. Al realizar
el analisis de varianza (Anexo 2; Tabla 50) se obtuvo que los tratamientos no
tuvieron efecto significativo (p>0.05) en la concentracién de los flavonoides en la
bebida. Sin embargo, el tiempo de almacenamiento afectd significativamente
(p<0.05) al contenido de FT; encontrandose en los tratamiento combinatorios que
el dia 0 y dia 15 existe una estabilidad de estos componentes. A tiempos mayores
de 30 dias se observa una reduccién marcada alrededor de un 30.79%, tal como
se presentd en la concentracion de polifenoles totales y actividad antioxidante de
este estudio. Este comportamiento fue notorio para el resto de los tratamientos.
Estos resultados concuerdan con los reportados por Chen et al. (2001), quienes
realizaron un estudio en bebidas de té enlatadas y embotelladas que evaluaron
durante 6 meses de almacenamiento, encontrando que al preparar el té en agua
destilada y sobre soluciones tampon de pH 4 y pH 5, condujo a la degradacion de
las catequinas del té de un 23%, 55% y 90%, respectivamente. Con lo cual
confirmaron que la estabilidad de las catequinas del té era sensible al pH. También,
adicionaron té verde en refrescos comerciales con pH que oscilaron entre 3.23 y pH
6 y encontraron que a pH bajos la concentracion de catequinas disminuy6 en un
45% después de 6 meses de almacenamiento, mientras que en refrescos de pH 6,
se degradé completamente después de 4 meses de almacenamiento. Es comun
que en la preparacion de bebidas a base de té exista la presencia de otros
ingredientes que mejoren o potencien el sabor de las bebidas los cuales incluyen la
sacarosa, acido citrico y acido ascorbico. Sin embargo, estudios realizados por Su
et al. (2003), describen que el acido citrico y ascorbico eleva la degradacion de las
catequinas en un extracto de catequinas de té verde solubilizado y purificado.
Contrariamente Sang et al. (2005), mostraron que una mayor concentracion de
catequinas prolonga positivamente la vida util y la estabilidad de (-)-
Epigalocatequina-3-galato (EGCG) y otras catequinas. En concordancia con estos
resultados, la estabilidad que se presentd en estos componentes se podria atribuir
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al método de extraccion utilizado para obtener la base de té matcha. Ya que al
realizar multiples extracciones permite que el agua al estar en constante agitacion,
en conjunto con el tamafio de particula del polvo, hace que se disuelva en gran
medida el polvo de té matcha, con lo cual se obtiene mayor concentracion de
compuestos bioactivos en suspension; dando como resultado una mayor estabilidad
de los componentes.

Tabla 19. Efecto individual y combinatorio del procesamiento con UV-C vy
tratamientos térmicos sobre la concentracion de flavonoides totales en bebidas de
té matcha con 8% de sustitucion con jugo de naranjita durante el almacenamiento.

Contenido de flavonoides (mg ECAT/g bs )

TRATAMIENTO

Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 60
ST 7.35+0.17a0a 7.66 £0.28.a 5.37 £0.280a 6.63 + 0.98a0a
1T 7.54+£0.27,a 7.07+£0.12.a 6.01 £0.53,a 6.64 £0.62an
UVTTM 7.76 £0.15.a 7.41+£0.23,a 5.37 £0.06ba 5.96 £ 0.53pa
™ 7.51+£0.06aa 7.15+£0.275a 6.40+£0.975a 5.30 £ 0.76an
uv 8.03+0.13.a 7.65+0.22.a 7.04 +0.51a0a 5.92 + 0.50pa

Los valores reportados son el promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Medias con letras
mayusculas distintas en la misma columna denotan diferencia entre tratamientos y letras minusculas
distintas en la misma fila indican diferencia durante el almacenamiento, mediante la prueba de Tukey
(p<0.05). ST, sin tratamiento, TT,tratamiento térmico 85 °C x 30 s; UVTTM, tratamiento combinatorio
de irradiacion UV-C+tratamiento térmico moderado TTM, Tratamiento térmico moderado 55 °C x 30s;
UV, irradiacion UV-C a 14.39 mJ-cm

6.3.7 Evolucion del perfil de polifenoles individuales durante el
almacenamiento

En la Figura 16, se muestra el perfil cromatografico de los compuestos fendlicos
encontrados en muestras de té matcha con 8% de sustitucion con jugo de naranjita
evaluados al dia 0 y dia 60 de almacenamiento refrigerado, detectandose 7 picos,
de los cuales por orden de aparicion, se encontraron los siguientes: Pico 1: acido
galico, pico 2: acido clorogénico, pico 3: acido cafeico, pico 4: epicatequina, pico 5:
epigalocatequina galato, pico 6: vainillina, y pico 7: rutina. De éstos, la
epigalocatequina galato corresponde al polifenol en mayor proporcion en este
estudio, obteniéndose concentraciones de 243.77 mg/100 g bs, seguido de el acido
clorogénico de 122.01 mg/100g bs, acido galico 18.54 mg/100 g bs y epicatequina

con 6.80 mg/100 g bs. Este ultimo componente y la epigalocatequina galato son
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polifenoles principales que constituyen el té verde (Kosinska y Andlauer, 2014). De
acuerdo con analisis de varianza realizado (Anexo 2; Tabla 51) tanto el tratamiento
como el tiempo de almacenamiento tuvieron un efecto significativo (p<0.05) en la
concentracion de polifenoles individuales. Como se observa en la Tabla 20, el acido
galico al dia 0O, los tratamientos aplicados no tuvieron efecto significativo (p>0.05)
en la concentracion de este componente, se encontro que los tratamientos
combinatorios (UVTTM) no presentaron diferencias comparadas con el control. Sin
embargo, al dia 60 el tratamiento térmico (TT) presenté una disminucion en la
concentracion al igual que los tratamiento de UV-C (UV), tratamiento térmico
moderado (TTM) y los (UVTTM). El almacenamiento tuvo un efecto significativo
(p<0.05) en el tratamiento de UV-C, donde se observoé una disminucion en la
concentracion marcada al dia 60, comparada con el dia 0. El acido clorogénico (ACI)
es uno de los componentes que se encontré en mayor concentracioén en la bebida.
En el dia 0, los UVTTM conservaron mayores concentraciones comparada con los
TT, al dia 60 se observo que los TTM y la UV-C fueron significativamente diferentes
(p<0.05) comparado con el dia 0 de almacenamiento, donde se pudo observar
valores mas pequefos en la concentracion de (ACI). En la concentracion de la
epicatequina (EC) los tratamientos no tuvieron un efecto significativo (p>0.05). Sin
embargo, se puede observar en los cromatogramas (Figura 18) una disminucion de
este componente al dia 60, para los tratamientos térmicos y el control (pico 4,
cromatograma B3 y B1) por efecto del almacenamiento, comparados con el dia 0.
El acido cafeico (AC) los tratamientos fueron significativamente diferentes
comparados con el control (p<0.05). El tiempo de almacenamiento tuvo un efecto
significativo (p<0.05) en las muestras control y UV-C donde se observo que al dia
60 hubo una disminucién en la concentracion de (AC). Por otro lado, la vainillina
presentd diferencias significativas entre tratamientos y dias de almacenamiento
(p<0.05), se observdé que los tratamientos de UV-C al dia 0 no presentaron
diferencias significativas (p>0.05) comparadas con el control. Sin embargo, al dia
60, los TT reflejan el valor mas bajo en la concentracion de VA, seguido de los
tratamientos UVTTM y UV-C, presentado diferencias significativas comparadas con
el control (p<0.05).
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Tabla 20. Efecto del procesamiento individual y combinatorio de irradiacion UV-C y tratamientos térmicos moderados en el tiempo de
almacenamiento sobre los compuestos fendlicos individuales presentes en mezclas de te matcha con jugo de naranjita

Almacen Compuesto fendélico (mg/ 100 g bs)
TRAT
(dias) AG ACI AC EC EGCG VA RT
0 22.5+3.0aa  186.4121.9.4 4.2310.2.8 7.8810.6an 837.6£18.0.a 5.4413.12:8 2.54+0.84a48
VT 60 15.840.7aa8 138.743.3.a 3.620.17a8 5.5245.3.a  116.3+20.0pa8  4.49+0.10a8c 2.37+0.07aa8
0 15.1£1.32a  146.713.7aa8 4.08+0.0a8 7.6315.7.n 168.125.57.c  17.1312.6aa 1.84+0.22:8
. 60 13.640.1aa8  117.042.80pb8 3.73+0.1a8 9.6244.8.a 47.47+31.25p8c 4.95+0.85p8 1.04+0.1008
0 27.5+2.0an  162.418.1aa8 4.261£0.2.8 10.940.324 347.846.1.8 14.8242.3.a 4.50£0.8124
Y 60 14.741.20a8  121.9+1.5,8 3.38+0.0p8 17.6+6.8.a 191.1+48.30pba 5.62+0.85p8 2.70+0.33aa
0 18.544.6aa  122.0£16.5.8 6.80+0.4an 9.50£1.5.a 243.7+37.2.8c 10.50%£1.4pa 3.40+0.33aa8
ST 60 17.7£1.2an  119.741.34:8 4.27+0.1pn  3.384£0.7pa 20.12+11.2p8c  16.56£0.0.a 2.00+0.65248
0 16.7£3.4an  126.746.75.8 4.06+0.5.8 9.2945.2.a 235.7443.2,c  10.40%1.2aa8 3.12+0.67aa8
" 60 12.841.5.8  119.5+5.28,5 3.46+0.1a8 3.00+0.7aa ND bc 2.6310.10bc  1.3240.38an8

Los valores reportados son el promedio de dos réplicas + desviacion estandar, Medias con letras mayusculas distintas en columnas denotan diferencia
significativa entre tratamientos y letras minusculas distintas en la misma columna denotan diferencia entre dia de almacenamiento, mediante la prueba de
Tukey (p<0.05). TRAT, tratamientos, Almacen, almacenamiento, ST, Sin tratamiento, TT, Tratamiento térmico (85°C x 30 s), UVTTM, tratamiento
combinatorio de irradiacion UV-C+tratamiento térmico moderado, TTM, Tratamiento térmico moderado (55°C x 30 s) UV, irradiacién UV-C a 14.39 mJ-cm?
(UV). AG, acido galico, ACI, acido clorogénico, AC, acido cafeico, EC, Epicatequina, EGCG, Epigalocatequina galato, VA, Vainillina y RT, Rutina.
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La rutina (RT), por su parte, presentd mayor estabilidad a lo largo del
almacenamiento comparado con el resto de los polifenoles, a excepcion de los TTM,
gue provocaron una reduccion de este componente al dia 60. El tratamiento UV-C
presenté mayores concentraciones al dia 0 comparados con los TTM. Por otro lado,
los tratamientos y el tiempo de almacenamiento tuvieron un efecto significativo
(p<0.05) en la concentracion de epigalocatequina galato (EGCG), donde UVTTM
resultdé con una concentracion elevada comparada con el tratamiento control al dia
0, seguido de las muestras irradiadas con UV-C, donde presentan mayores
concentraciones comparadas con los TT y TTM, cabe mencionar que el efecto por
el almacenamiento es evidente por la reduccién observada de aproximadamente
del 73% que presentaron todos los tratamientos al dia 60, donde el TT present6 una
disminucién total en la concentracion de EGCG. Estudios realizados por Vergne et
al. (2018), encontraron que las concentraciones de las catequinas en bebidas de té
verde fueron relativamente estables en comparaciéon con las muestras control
después de ser sometidas a una dosis de UV-C de 17.34 mJ-cm, obteniendo
concentraciones significativamente mayores que la concentracién media del control,
a dosis de 240 mJ-cm (dosis mas alta). Lo cual teorizaron que este efecto es
resultado de una induccién a reacciones de epimerizacion por causa de la radiacion,
en donde la (-) - epicatequina se transforma en (-) - catequina y (+) -catequina (Islam
et al.,, 2016b; Wang y Helliwell, 2000). Wan y Helliwell (2000), estudiaron estas
reacciones de isomerizacion inducida por calor, adicional a ello realizaron un
experimento en donde trataron una solucion acuosa de epicatequina donde la
irradiaron a 120 y 240 mJ-cm™. Encontraron que el control no tenia cantidad
detectables de (+) - o (-) -catequina, sin embargo, en muestras tratadas con UV-C,
encontraron concentraciones de 2.0 y 3.84 pg/mL respectivamente. Estos
resultados se asocian con los obtenidos en este estudio, en donde las catequinas
permanecieron estables en bebidas irradiadas con UV-C comparadas con el control

al dia 0 de almacenamiento.
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Figura 18. Cromatogramas del perfil polifendlico presente en bebidas de te matcha con jugo
de naranjita, A) dia 0 y B) dia 60. ST (control) UVTT (trat. combinatorio), TT (trat. térmico), UV
(Trat. de irradiacion). Pico 1: acido galico, 2: acido clorogénico, 3: acido cafeico, 4:
epicatequina, 5: epigalocatequina galato, 6: vainillina, 7: rutina, (*) picos no identificados
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6.3.8 Estabilidad microbiolégica durante el almacenamiento
refrigerado a 4 °C

En este estudio el procesamiento en donde se utilizé la sinergia de tecnologias de
radiacion ultravioleta y tratamiento térmicos moderados se eligio la dosis mas alta
alcanzada para evaluar el efecto de una mayor dosis de UV sobre las caracteristicas
fisicoquimicas y microbiolégicas de la bebida. El analisis de varianza (Anexo 2;
Tabla 52) arroj6 que tanto el procesamiento de la bebida como el tiempo de
almacenamiento, tuvieron un efecto significativo (p<0.05) en la cantidad de log
UFC/mL de mesdfilos aerobios y psicréfilos aerdbios. Encontrandose que durante
el almacenamiento el dia 0 se observo crecimiento de meséfilos aerobios como se
observa en la Tabla 21, por lo que los tratamientos no presentaron efecto
significativo en su inactivacion, con excepcion del TT. Al transcurrir los dias de
almacenamiento solo las bebidas control presentaron crecimiento, siendo hasta el
dia 60 donde se mostrd un crecimiento de este tipo de microorganismos en bebidas
procesadas con UV-C. Como es notorio, los tratamientos ejercieron una buena
eficiencia en la reduccion de microorganismos tanto para hongos y levaduras y
coliformes totales. Asi mismo, microorganimos aerobios como mesdfilos,
presentaron recuentos muy bajos en las bebidas sometidas a los diferentes
procesamientos; que de acuerdo a la NOM-093-SSA1-1994 mencionan que en
aguas preparadas la cuenta total de mesofilicos aerobios, deben contemplar el
limite de 150 000 UFC/mL, para coliformes totales 100 UFC/ mL y coliformes fecales
la cuenta debe ser negativo. Considerando que la bebida present6 recuentos muy
por debajo del conteo permisible, se considera una bebida segura para el consumo.
Microorganismos psicrofilos aerdbios, los cuales se desarrollan en ambientes frios,
son un buen indicador del deterioro o seguridad de la bebida refrigerada, por tanto,
es importante reconocer que durante los dias 0 y 15 del almacenamiento
refrigerado, no se encontré presencia de estos, si no hasta el dia 30, se noté un
crecimiento en bebidas irradiadas con UV-C y este crecimiento fue menor
comparados con los obtenidos en tratamientos control. Resaltando que los
tratamientos combinatorios ejercen una buena efectividad contra el crecimiento de

microorganimos de deterioro durante periodos largos de almacenamiento (Tabla
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21), donde no hubo crecimiento de estos microorganimos durante 30 dias, con lo
cual, se puede asumir que la sinergia de tecnologias tienen la misma efectividad
que los tratamientos térmicos convencionales utilizados frente al desarrollo de estos

microorganismos.

Tabla 21. Efecto del procesamiento individual y combinatorio de la radiacion
ultravioleta y tratamientos térmicos moderados sobre la carga nativa en bebidas

almacenadas en refrigeracion de té matcha con jugo de naranjita

Hongosy  Coliformes

Mesoéfilos Psicrofilos
Almacen TRAT Levaduras  Totales
Log UFC mL""
ST 1.25 + 0.332 ND"® ND ND
TT NDP NDP ND ND
Dia 0 UVTTM 1.00 £ 0.002 NDP ND ND
TT™M 1.23 £0.332 NDP ND ND
uv 1.15+£0.212 NDP ND ND
ST 2.08+£0.532 NDP ND ND
TT NDP NDP ND ND
Dia 15 UVTTM NDP NDP ND ND
TT™M NDP NDP ND ND
uv NDP NDP ND ND
ST 2.02 £ 0.922 1.86 £ 0.512 ND ND
TT NDP NDP ND ND
Dia 30 UVTTM NDP NDP ND ND
TT™M NDP NDP ND ND
uv NDP 1.00 £ 0.002 ND ND
ST 1.34 £ 0.322 1.07 £ 0.152 ND ND
TT NDP 1.07 £ 0.152 ND ND
] UVTTM NDP 1.00 + 0.00° ND ND
Dia 60 TT™M NDP 1.00 + 0.00° ND ND
uv 1.20 £ 0.172 1.00 £ 0.002 ND ND

Los valores reportados son el promedio de dos réplicas + desviacion estandar. Medias con letras
minusculas distintas en la misma columna, denotan diferencia significativa entre tratamientos
mediante la prueba de Tukey (p<0.05). ST, sin tratamiento, TT, tratamiento térmico 85 °C x 30 s;
UVTTM, tratamiento combinatorio de irradiacion UV-C+tratamiento térmico moderado; TTM,
tratamiento térmico moderado 55 °C x 30 s; UV, irradiacién UV-C a 14.39 mJ-cm™
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Por ultimo, al dia 60, se observé una mayor cantidad de estos microorganimos, pero
a pesar de ser periodos largos de almacenamiento, en la bebida no se obtuvieron
recuentos altos de estos micoorganimos. Fenoglio et al. (2019), determinaron el
efecto letal de los tratamientos combinatorios de UV y tratamientos térmicos
moderados, donde compararon las curvas de supervivencia a la radiaciéon UV a
temperatura ambiente, al calor y a los tratamientos combinatorios, demostraron que
existia un efecto sinérgico de ambas tecnologias actuando simultaneamente, cuya
magnitud era termodependiente entre 50 y 60 °C. mencionan que es necesario
optimizar la temperatura de tratamiento para aprovechar al maximo el proceso
combinado. En este sentido, el UVTTM utilizado en este estudio cumplié con las
reducciones y caracteristicas deseadas en la bebida aun utilizando la dosis mas alta
14.36 mJ-cm2 y temperaturas moderadas de 55 °C por cortos tiempos. También se
le podria atribuir al efecto antimicrobiano que presentan los componentes presentes
en la naranjita utilizada en las bebidas en estudio. Asimismo, la ausencia de
azucares fermentables en la bebida hace que sea una bebida mas estable y menos
suceptible al dafio microbiologico.

VIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
El tratamiento con UV-C es eficaz para eliminar la microbiota nativa de las mezcla
matcha-naranijita a la dosis mas baja tratada (5.79 mJ-cm2). Los tratamientos con
UV-C no afectaron la cantidad de solidos solubles ni el pH de las bebidas. La
concentracion de polifenoles, flavonoides y actividad antioxidante presentes en la
mezcla no se vio afectada por tratamientos de UV-C a dosis bajas (5.79 y 7.33
mJ-cm2). Por el contrario, el porcentaje de sustitucion de matcha por jugo de
naranjita influyé significativamente en la concentracion de estos componentes,
atribuido al efecto de dilucion y presencia de acidos organicos que actuan como
prooxidantes. Los tratamientos de pasteurizacién térmica afectaron en mayor
medida las propiedades quimicas (CPT, FT y AA) con respecto a los tratamientos
UV-C. También las diferencias de color obtenidas por los tratamientos se vieron

ligeramente afectadas en comparacion con los TT. En el estudio de tecnologias

88



" FACULTAD DE CIENCIAS QuiMICAS

combinatorias se observo un efecto sinérgico de los tratamientos combinatorios al
momento de inactivar microorganismos aerobios y microorganimos de deterioro
como hongos y levaduras y patégenos como coliformes totales. La eficacia de la
UV-C se asocio a los bajos coeficientes de absorcién y turbidez de las mezclas. El
CPT totales e individuales, FT y AA fueron afectadas mas por la presencia de acidos
organicos que confieren la acidez al medio (jugo de naranijita), comparado con los
tratamientos aplicados. Asimismo, la concentracion de estos compuestos
bioactivos, esta sujeta a cambios significativos relacionados con el tipo y la duracién
del almacenamiento que repercute en la estabilidad de las formas quimicas de los
compuestos bioactivos que a su vez se ven reflejadas en el color del té matcha,
consideradose una propiedad cualitativa importante en la bebida. Por tal motivo, se
concluye que para mezclas con 8% de sustitucion de té matcha por jugo de naranjita
procesadas con tratamientos combinatorios de UV-C (14.29 mJ-cm?) y tratamientos
térmicos moderados (55 °C x 30 s), resulta idoneo para obtener una bebida segura
con una vida util de hasta 30 dias en condiciones de refrigeracién, tomando como
referencia que la bebida a pesar de ser segura microbiolégicamente a los 30 dias
de almacenamiento, es importante considerar aspectos relacionados con la calidad
organoléptica de la bebida aunado a que el tipo de envase también juega un rol
importante en la conservacion de los componentes bioactivos de interés. Por tal
motivo, es importante establecer que, 15 dias de almacenamiento resultan
suficientes para conservar una bebida inocua y estable fisicoquimicamente. Estos
hallazgos sostienen que el uso de esta sinergia de tecnologias resultan en una
alternativa favorable para la estabilizacion de bebidas de té matcha con jugo de
naranjita. Se sugiere realizar mas estudios para establecer concentraciones mas
pequefias de jugo de naranjita en estudios posteriores donde se conserve las
caracteristicas que la naranjita imparte a la bebida, sin comprometer la
concentracion de los compuestos bioactivos. Finalmente, los resultados mostrados
allanan el camino para seguir estudiando el efecto de la luz UV-C asistida por un
tratamiento térmico moderado en la flora nativa de diferentes tipos de tés con la
incorporacion de jugos de frutas. También abre camino a realizar estudios de

viabilidad celular y dafo estructural asi como también, estudios de resonancia

89



" FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

magneética nuclear para proporcionar un avance significativo en la comprension de
las respuestas microbianas y compuestos bioactivos a una variedad de tensiones

ambientales, como es el uso de tecnologias combinatorias.
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IX. APENDICES
Anexo 1. Analisis de varianza (Primera fase experimental)

Tabla 22. Analisis de varianza de las propiedades Opticas de las mezclas matcha-
naranjita.

Propiedades opticas

FUENTE DF oH °Brix Coeficiente Profundidad
de de
absorcion turbidez penetracion
Mezcla 2 0.08403* 2.4325* 14.3840*  20403.9* 0.0086*
Total 3 0.0025 0.00625 0.0460 0.5 0.00
Error 5 0.08653 2.43875 14.4300 20404 .4 0.0086

Tabla 23. Andlisis de varianza de la carga microbiana (mesofilos aerobios) en
mezclas de té matcha-naranjita.

FUENTE GL SC CM F P
Sustitucion 2 0.07851 0.03926 0.80 0.459
Dosis 5 6.53391 1.30678 26.79 0.000
Sust*Dosis 10 0.61688 0.06169 1.26 0.303
Error 24 1.17072 0.04878

Tabla 24. Analisis de varianza de la carga microbiana (psicrofilos aerobios) en
mezclas de té matcha-naranjita.

FUENTE GL SC CM F P
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Sustitucion 2 0.9544 0.47720 89.12 0.000
Dosis 5 12.0495 2.40989 450.07 0.000
Sust*Dosis 10 7.4989 0.74989 140.05 0.000
Error 24 0.1285 0.00535

Tabla 25. Andlisis de varianza de la carga microbiana (hongos y levaduras) en
mezclas de té matcha-naranjita.

FUENTE GL SC CM F P
Sustitucion 2 0.3664 0.18321 3.15 0.061
Dosis 5 13.6937 2.73874 47.16 0.000
Sust*Dosis 10 2.8790 0.28790 4.96 0.001
Error 24 1.3937 0.05807

Tabla 26. Analisis de varianza de las propiedades fisicoquimicas de las mezclas de
té matcha-naranijita.

Color
FUENTE DF pH °Brix AA TPC FC
L* a* b*

Tratamiento 5 0.0022* 0.0517 0.743 0.1210* 2.038 68208* 786.9* 826.535"
Sustitucion 2 0.2692* 3.6192* 23.020* 1.6269* 104.564* 1917221* 16945.7* 17.47*
Trat*Sust 10 0.0003 0.0915* 1.679 0.0578 7.738 16130*  186.8* 2.53*
Error 18 0.0003 0.0238 1.797 0.0367 5.953 475 3.6 0.309

Tabla 27. Analisis de varianza sobre la concentracidn de polifenoles totales en
mezclas de té matcha-naranjita.

FUENTE GL SC CM F P
Tratamiento 5 3908.9 781.8 250.52 0.000
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Mezcla 2 33960.0 1680.0 5441.23 0.000
Tratamiento* Mezcla 10 1862.6 186.3 59.69 0.000
Error 18 56.2 3.1

Tabla 28. Analisis de varianza sobre la concentracion de flavonoides totales en
mezclas de té matcha-naranjita.

FUENTE GL SC CM F P
Tratamiento 5 87.35 17.471 56.59 0.000
Mezcla 2 1653.07 826.535 2677.23 0.000
Trat* Mezcla 10 25.39 2.539 8.22 0.000
Error 18 5.56 0.309

TOTAL 35 1771.37

Tabla 29. Analisis de varianza sobre la actividad antioxidante en mezclas de té
matcha-naranjita.

FUENTE GL sC CM F P
Tratamiento 5 341030 68208 143.70 0.000
Mezcla 2 3834442 1917221 4039.14 0.000
Trat* Mezcla 10 161296 16130 33.98 0.000
Error 18 8544 475

TOTAL 35 4345321

Tabla 30. Analisis de varianza sobre el parametro L* en mezclas de té matcha-
naranjita.
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FUENTE GL SC CM F P
Tratamiento 5 3.719 0.7438 0.41 0.833
Mezcla 2 46.042 23.0208 12.81 0.000
Trat*mezcla 10 16.705 1.6705 0.92 0.530
Error 18 32.354 1.7974

TOTAL 35 98.820

Tabla 31. Analisis de varianza sobre el parametro a* en mezclas de té matcha-
naranjita.

FUENTE GL sC CM F P
Tratamiento 5 0.6053 0.12107 3.29 0.028
Mezcla 2 3.2538 1.62690 44.26 0.000
Tratamiento*mezcla 10 0.5787 0.05787 1.57 0.193
Error 18 0.6617 0.03676

TOTAL 35 5.0995

Tabla 32. Analisis de varianza sobre el parametro b* en mezclas de té matcha-
naranjita.

FUENTE GL sC CM F P
Tratamiento 5 10.19 2.038 0.34 0.880
Mezcla 2 209.13 104.564 17.56 0.000
Tratamiento* Mezcla 10 77.38 7.738 1.30 0.301
Error 18 107.16 5.953

TOTAL 35 403.86

Tabla 33. Analisis de varianza sobre la diferencia de color en mezclas de té matcha-
naranjita.
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FUENTE GL SC CM F P
Tratamiento 5 50.781 10.156 2.63 0.059
Mezcla 2 5.531 2.765 0.72 0.502
patamiento” 10 93.921 9.392 2.43 0.048
Error 18 69.463 3.859

TOTAL 35 219.696

Tabla 34. Analisis de varianza sobre la concentracidn de polifenoles totales durante
20 dias de almacenamiento refigerado de mezclas de té matcha-naranjita.

FUENTE GL sC CM F P
Sustitucion 2 30240.9 15120.4 5788.26 0.000
Tratamiento 5 4076.2 815.2 312.08 0.000
Sust*tratamiento 10 7328.1 732.8 280.53 0.000
Error 18 47.0 2.6

Total 35 41692.1

Tabla 35. Analisis de varianza sobre la concentracion de flavonoides totales durante
20 dias de almacenamiento refigerado de mezclas de té matcha-naranjita

FUENTE GL sC CM F P
Sustitucién 2 1653.07 826.535 2677.23 0.000
Tratamiento 5 87.35 17.471 56.59 0.000
Sust*tratamiento 10 25.39 2.539 8.22 0.000
Error 18 5.56 0.309

Total 35 1771.37

Tabla 36. Analisis de varianza sobre la actividad antioxidante exhibida durante 20
dias de almacenamiento refrigerado de mezclas de té matcha-naranjita
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FUENTE GL sC CM F P
Tratamiento 5 41930 8386 0.62 0.688
Sustitucién 2 6655192 3327596 245.25 0.000
Tratamiento*mezcla 10 177116 17712 1.31 0.299
Error 18 244230 13568

Total 35 7118467

Tabla 37. Analisis de varianza resumido sobre parametros de color durante 20 dias
de almacenamiento de mezclas con 0% de sustitucion de té matcha por jugo de

naranjita

FUENTE GL L* a* b*
Almacenamiento 1 0.0130 1.0813* 118.38*
Tratamiento 5 2.9245 0.2481 15.97
Tratamiento*almacenamiento 5 1.7182 0.3780 14.84
Error 11 15.0658 0.4464 48.35
Total 23 19.7215 2.1539 197.54

Tabla 38. Analisis de varianza resumido sobre parametros de color, durante 20 dias
de almacenamiento de mezclas con 4% de sustitucion de té matcha por jugo de

naranjita

FUENTE GL L* a* b*
Almacenamiento 1 23.626* 0.17466* 379.08*
Tratamiento 5 12.916* 0.65115* 115.23*
Tratamiento*almacenamiento 5 3.365 0.09517 23.63
Error 11 6.076 0.15071 64.39
Total 22 48.938 1.01442 622.01
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Tabla 39. Analisis de varianza resumido sobre parametros de color, durante 20 dias
de almacenamiento de mezclas con 8% de sustitucion de té matcha por jugo de
naranjita

FUENTE GL L* a* b*
Almacenamiento 1 29.914* 0.004114 289.30*
Tratamiento 5 29.264 0.60181 87.47
Tratamiento*almacenamiento 5 7.295 0.24679 29.38
Error 11 35473 0.97205 150.22
Total 22 101.947 0.004114 556.37

Tabla 40. Efecto del almacenamiento sobre los polifenoles individuales de la mezcla
de té matcha con 0% de sustitucion de jugo de naranijita

FUENTE DF AG ACI RT AC EC VA EGCG

Almacen 1 460474482* 427581306* 0.0062 1.452* 770.01* 118.6 196201*
Tratamiento 5 152807339* 153993382* 13.263 0.672 294.39* 215.9* 440338*
Trat*Almacen 5 151803388* 150656141* 49.857* 0.880 354.11* 818.2* 1259233*
Error 12 45574 51672 32.164 1.449 83.72 487.7 104449

Total 23 765130782 732282501 95.291 4.455 1502.23 1640.3 2000220

Tabla 41. Efecto del almacenamiento sobre los polifenoles individuales de la mezcla
de té matcha con 4% de sustitucion de jugo de naranjita.

FUENTE DF AG ACI RT AC EC VA EGCG

Almacen 1 450656* 10148.4* 0.2568 0.27136* 14.5181* 0.954 30950*
Tratamiento 5 2660 4715.5* 1.8139* 0.03555* 20.787* 56.720* 72151*
Trat*Almacen 5 1616  3958.1* 2.5505* 0.07060* 18.704* 66.702* 75673*
Error 12 2024 627.8 1.3449 0.02738 6.527 15.928 21042
Total 23 456956 19449.8 5.9662 0.40489 60.536 140.303 199817
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Tabla 42. Efecto del almacenamiento sobre los polifenoles individuales de la mezcla
de té matcha con 8% de sustitucion de jugo de naranijita (dia O y dia 20)

FUENTE DF AG ACI RT AC EC VA EGCG
Almacen 1 644825" 10528* 5.500* 41.8979* 63.05* 127.77* 43479*
Tratamiento 5 3013* 4714* 6.411* 0.0683 27.08* 89.56* 104743*
Trat*Almacen 5 1341 4559* 8.191* 0.1065 18.86* 50.33* 104717*
Error 12 2095 1881 1.967 1.4053 21.21 46.99 16958
Total 23 651274 21682 22.068 43.4780 121.20 314.64 269898

Anexo 2. Analisis de varianza (tercera fase experimental)

Tabla 44. Analisis de varianza para el pH del t¢ matcha con jugo de naranjita

. Estadistica GL
Efecto Criterio de prueba Num Denom
Lambda de Wilks 0.86381 0.788 4 20 0.546
Tratamiento Traza de Hotelling 0.15766 0.788 4 20 0.546
Traza de Pillai 0.13619 0.788 4 20 0.546
Raiz mayor de Roy 0.15766
Lambda de Wilks 0.34342 12.75 3 20 0.00
Almacenamiento Traza de Hotelling 1.91189 12.75 3 20 0.00
Traza de Pillai 0.65658 12.75 3 20 0.00
Raiz mayor de Roy  1.91189
Lambda de Wilks 0.69483 0.732 12 20 0.706
Almacenamiento  Traza de Hotelling 0.43920 0.732 12 20 0.706
*Tratamiento Traza de Pillai 0.30517 0.732 12 20 0.706
Raiz mayor de Roy  0.43920
Tabla 44. Analisis de varianza para los °Brix del te matcha con jugo de naranjita
FUENTE GL SC CM F P
Tratamiento 4 0.1165 0.02912 5.07 0.006
Almacen 3 0.2287 0.07625 13.26 0.000
Tratamiento*Almacen 12 0.1475 0.012292 2.14 0.064
Error 20 0.1150 0.005750
Total 39 0.6077
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Tabla 45. Analisis de varianza para el parametro L* del t& matcha con jugo de
naranjita

Estadistica GL
de prueba Num Denom

Efecto Criterio

Lambda de Wilks  0.00189 2645.156 4 20 0.000

. Traza de Hotelling 529.0313 2645156 4 20 0.000
Tratamiento

Traza de Pillai 0.99811 2645.156 4 20 0.000

Raiz mayor de Roy 529.0313

Lambda de Wilks  0.0022 3023.405 3 20 0.000
Almacenamiento Traza de Hotelling 453.51069  3023.405 3 20 0.000

Traza de Pillai 0.9978 3023.405 3 20 0.000

Raiz mayor de Roy 453.51069

Lambda de Wilks  0.00063 2630.039 12 20 0.000

Almacenamiento Traza de Hotelling 1578.02366 2630.039 12 20 0.000

*Tratamiento  Traza de Pillai 0.99937 2630.039 12 20 0.000
Raiz mayor de Roy 1578.02366

Tabla 46. Analisis de varianza para el parametro a* del té matcha con jugo de naranijita

. Estadistica GL
Efecto Criterio de prueba F Nurm Denom
Lambda de Wilks  0.00916 540.796 4 20 0.000
. Traza de Hotelling 108.15928  540.796 4 20 0.000
Tratamiento
Traza de Pillai 0.99084 540.796 4 20 0.000
Raiz mayor de Roy 108.15928
Lambda de Wilks  0.00346 1920.768 3 20 0.000
. Traza de Hotelling 288.11527 1920.768 3 20 0.000
Almacenamiento
Traza de Pillai 0.99654 1920.768 3 20 0.000
Raiz mayor de Roy 288.11527
Lambda de Wilks  0.00665 249138 12 20  0.000
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. Traza de Hotelling 149.48303 249.138 12 20 0.000
Almacenamiento o
*Tratamiento Traza de Pillai 0.99335 249.138 12 20 0.000
Raiz mayor de Roy 149.48303

Tabla 47. Analisis de varianza para el parametro b* del te matcha con jugo de naranijita

L Estadistica GL
Efecto Criterio F P
de prueba Num Denom
Lambda de Wilks  0.0002 24822.06 4 20 0.000
. Traza de Hotelling 4964.4121 24822.06 4 20 0.000
Tratamiento
Traza de Pillai 0.9998 24822.06 4 20 0.000

Raiz mayor de Roy 4964.4121

Lambda de Wilks  0.00049 13604.67 3 20 0.000
Traza de Hotelling 2040.70108 13604.67 3 20 0.000
Traza de Pillai 0.99951 13604.67 3 20 0.000
Raiz mayor de Roy 2040.70108

Almacenamiento

Lambda de Wilks  0.00013 12902.43 12 20 0.000

Almacenamiento Traza de Hotelling 7741.45887 12902.43 12 20 0.000

“Tratamiento  Traza de Pillai 0.99987 12902.43 12 20  0.000
Raiz mayor de Roy 7741.45887

Tabla 48. Analisis de varianza sobre la concentracién de polifenoles totales durante 60
dias de almacenamiento refrigerado de mezclas de té matcha con 8% de sustitucion
con jugo de naranijita.

FUENTE GL SC CM F P
Tiempo 3 9421.2 3140.4 786.88  0.000
Tratamiento 4 124 31 7.77 0.001
Tiempo*Tratamiento 12 1163.3 96.94 24.29 0.000
Error 20 79.8 3.99

TOTAL 39 10788.3
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Tabla 49. Analisis de varianza sobre la actividad antioxidante de mezclas de té matcha
con 8% de sustitucion con jugo de naranjita durante 60 dias de almacenamiento
refrigerado.

FUENTE GL SC CM F P
Tiempo 3 1670169 556723 6939.57 0.000
Tratamiento 4 31864 7966 99.3 0.000
Tiempo*Tratamiento 12 121473 10123 126.18 0.000
Error 20 1604 80

Tabla 50. Analisis de varianza sobre los flavonoides totales de té matcha con 8% de
sustitucidn con jugo de naranjita durante 60 dias de almacenamiento refrigerado de
mezclas

FUENTE GL SC CM F P
Tratamiento 4 1.655 0.4136 1.83 0.162
Tiempo 3 21.308 7.1027 31.49 0.000
Tiempo*Tratamiento 12 6.093 0.5078 2.25 0.052
Error 20 4.511 0.2256

TOTAL 39 33.567

Tabla 51. Analisis de varianza sobre los polifenoles individuales de mezclas de té
matcha con 8% de sustitucion con jugo de naranjita durante 60 dias de
almacenamiento refrigerado.

FUENTE DF ZZ'I?; ‘::::i‘:o EC EGCG Vainillina Rutina
Tratamiento 4  134.23* 4632.4* 9.1315* 186.112 366769* 19328 9.762"
Almacen 1 133.8* 3240.0* 4.9925* 7.273  440585* 116.05* 7.126*
Almacen*trat 4  94.5*  1613.2* 3.0939* 125.218 234341* 215.65* 1.965
Error 10 5507 932 07754 164.863 33268 27.14  2.705
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ACL.: acido clorogénico, EC: epicatequina, EGCG: Epigalocatequina.

Tabla 52. Analisis de varianza sobre los mesoéfilos aerobios de mezclas de té matcha
con 8% de sustitucion con jugo de naranjita durante almacenamiento

FUENTE GL SC CM F P
Tratamiento 4 17.846 4.4615 95.32 0.000
Almacen 3 2.3006 0.76686 16.38 0.000
Almacen*trat 12 6.5353 0.5446 11.64 0.000
Error 20 0.9361 0.04681

Total 39 27.6179

Tabla 53. Analisis de varianza sobre los psicréfilos aerobios de mezclas de té matcha
con 8% de sustitucion con jugo de naranjita durante almacenamiento

FUENTE GL SC CM F P
Tratamiento 4 4.7178 1.17944 34.68 0.000
Almacen 3 3.612 1.20399 35.4 0.000
Almacen*trat 12 5.9024 0.49187 14.46 0.000
Error 20 0.6802 0.03401
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Anexo 3. Curva de calibracion

14
y = 0.0007x - 0.0734 °

R?=0.9935

RN
N

=

Absorbancia
o o o o
N SN D oo —_
[ }
[ ]

o

0 500 1000 1500 2000
mg/g

Figura 19. Curva de calibracién para polifenoles totales (tercera fase

experimental)
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Figura 20. Curva de calibracion para flavonoides totales tercera fase
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Figura 21. Curva de calibracion para actividad antioxidante (tercera fase

experimental).
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