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RESUMEN

Salazar, G. 2007. Efecto del procesamiento y almacenamiento en el contenido de vitamina
By, de pasta de harina de trigo con espirulina (Arthospira plantensis). Proyecto de
Graduacion del Programa de Ingenieria en Agroindustria Alimentaria, Escuela Agricola
Panamericana “El Zamorano”, Honduras. 35 p.

El alga espirulina (4Arthospira plantensis) es una fuente rica en cianocobalamina (vitamina
Bi»). El objetivo de este estudio fue determinar la cantidad de cianocobalamina en la pasta
de harina de trigo con espirulina después del procesamiento y evaluar su degradacion
durante el almacenamiento. Se desarrolld6 un método cromatografico para deteccion y
cuantificacion de vitamina B, usando HPLC de fase reversa con detector DAD a 360 nm
y se validé internamente siguiendo el método de Fernandez. T, et al. (2001). En la curva
de calibracion se us6 un rango entre 0.4 y 10 pg/ml de cianocobalamina con tres
repeticiones por concentracion. Para la wvalidacion de la curva se utilizaron
concentraciones de 0.5 a 15 pg/ml. Se calculé mediante regresion lineal. Se establecio
exactitud mediante la relacion entre la concentracion de estandar inyectado y el area
obtenida bajo la curva y precision a través del porcentaje de coeficiente de variacion. Se
evaluaron tres formulaciones de pasta de harina de trigo con 3, 7 y 10% de espirulina
elaboradas mediante extrusion en frio (38°C) y secado (24°C por 6 horas). Se utilizé una
prueba de Kramer para seleccionar el tratamiento preferido segiin el panel sensorial. Para
evaluar la pérdida de vitamina B, después del procesamiento durante el almacenamiento
se utiliz6 un disefio completo al azar. El modelo de regresion de la curva de calibracion y
la validacién presentaron un R* = 0.999. El coeficiente de variacion fue menor a 5% y la
desviacion estandar menor a 1. Después del procesamiento de la pasta de harina de trigo
con espirulina se perdid 40% de cianocobalamina. Existi6 una pérdida significativa
(P<0.05) de vitamina B, a partir de los 14 dias de almacenamiento. El método de
cuantificacion de vitamina Bj, por HPLC demostrd alta precision y exactitud desde la
concentracion de 0.4 pg/ml

Palabras clave: cromatografia liquida, extrusion en frio, cianocobalamina.

Francisco Javier Bueso, Ph.D.
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1. INTRODUCCION

El alga espirulina (Spirulina spp.) es una fuente rica en vitamina B, presentando un
contenido promedio de 0.15-0.25 mg/ 100g de alga fresca. Aunque la vitamina B, es
sintetizada activamente por un gran numero de bacterias intestinales que se hallan de
modo habitual en el organismo humano, el aprovechamiento de ésta es minimo.

La F.D.A. (Food and Drugs Administration, U.S.A.), ha aprobado y auspiciado desde
1981, la utilizacion de la Spirulina como complemento dietario natural de uso masivo y
sin contraindicaciones, aun en muy altas dosis (Stembel, 2004).

Debido a que la espirulina después de su extraccion en el cultivo, contiene un 3% de
humedad, es necesario secar para mantener sus propiedades en el tiempo. Por facilidades
de consumo se originan tres tipos de productos: espirulina seca en forma de grandes
galletas, en forma de polvo y en tabletas, sabiendo que durante el procesamiento se puede
perder vitaminas (Burkin, 2006).

El procesamiento de alimentos en la industria tiene como objetivo preservar los
alimentos y como consecuencia se presenta el deterioro en los valores nutricionales de
compuestos como vitaminas (FAO, 2002). Este es el caso de la vitamina B, que es
sensible a la luz y calor por lo que el procesamiento de los alimentos que la contienen
puede provocar pérdidas considerables de cianocobalamina (Alimentacion Sana, 2006).

La pérdida de nutrientes durante el procesamiento varia mucho, dependiendo de cada
proceso individual (FAO, 2007). En promedio se pierde de un 10 a 15 por ciento de
nutrientes en procesamiento a un producto pre-cocido, descontaminado y limpio (INTA,
2004).

Ademas de las pérdidas debidas al procesamiento mismo, existen factores previos a
¢éste que también influyen sobre el contenido de vitaminas como condiciones climaticas,
uso y tipo de quimicos en el manejo del cultivo, grado de madurez al cosechar y
almacenamiento post cosecha (INTA, 2004).



1.1. DEFINICION DEL PROBLEMA

El Laboratorio de Analisis de Alimentos de Zamorano (LAAZ) ofrece una amplia
gama de andlisis con la limitante de no ofrecer analisis para vitaminas hidrosolubles. Para
ampliar sus servicios el LAAZ pretende introducir andlisis para determinar y cuantificar
vitaminas hidrosolubles, empezando por la Bys».

1.2. ANTECEDENTES

En el LAAZ actualmente se realizan andlisis fisicos de color, textura, viscosidad y
tamano de particula, asi como también analisis quimicos. En los ltimos afios se han
incrementado los andlisis en lo referente a la identificacion y cuantificacion de vitaminas
A, C, D y E por medio de analisis cromatograficos.

Los servicios oftrecidos por el LAAZ son utilizados en Honduras, El Salvador y
Guatemala. Con la diversificacion de andlisis se pretende abarcar mas parte del mercado
aumentando las utilidades y llegar ofrecer éstos servicios en toda Centro América, ademas
de aportar al aprendizaje de los estudiantes y permitir la investigacion en areas que
necesiten la identificacion y cuantificacion de vitamina Bj,.

1.3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Los clientes del LAAZ buscan obtener analisis nutricionales completos ya que son una
herramienta de competitividad. Ademas de brindar la informacidén nutricional necesaria en
los productos con el objetivo que el cliente obtengan datos que sirvan como base para
consumir la ingesta recomendada diaria de cada nutriente y evitar enfermedades causadas
por deficiencias.

Al incrementar la oferta de andlisis se obtuvo una mayor participacion en el mercado.
Logrando que el incremento del andlisis de vitamina B;; por cromatografia produzca un
impacto positivo sobre los ingresos que percibe anualmente el LAAZ. Ademés de
contribuir a la ensefianza de los estudiantes aumentando su conocimiento y aportar a
investigaciones en diferentes areas que necesiten la medicion de vitamina Bj».

1.4. OBJETIVOS
1.4.1. Objetivo general

e Evaluar el efecto del procesamiento y almacenamiento en el contenido de
vitamina B, de pasta de harina de trigo con espirulina (Arthospira plantensis).



1.4.2. Objetivos especificos
e Desarrollar un método cromatografico para determinar y cuantificar vitamina Bj,.

e Validar el método cromatografico de vitamina B, con extractos de concentracion
conocida.

e Evaluar cambios en concentracion de B, durante 30 dias de almacenamiento de
la pasta con espirulina.

e Determinar la preferencia y aceptacion de la pasta de harina de trigo con espirulina
sensorialmente.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. DESCRIPCION DE LA ESPIRULINA

La Arthospira plantensis es una cianobacteria considerada como una microalga por su
estructura filamentosa, crece en condiciones alcalinas (pH 8.5 — 10.5) y a una temperatura
promedio de 25 a 35°C (Ramirez y Olivera, 2006).

Las principales poblaciones de espirulina en América se encuentran en Estados
Unidos, Cuba, México, Pert y Uruguay, en cuerpos de agua poco profundos (Vonshak y
Tomaselli, 2000).

Bioquimicamente estd compuesta por 50-70% de proteina, 15-20% de carbohidratos,
7% de minerales, 6% de pigmentos, 3-6% de acidos grasos, y vitaminas.

Es la fuente mas rica en vitamina B, conocida en la naturaleza (mas de tres veces el
contenido de la carne bovina); asi como también contiene vitaminas B, B,, B3, B¢ en muy
importantes cantidades. Completan su composicion, considerables dosis de vitaminas E,
inositol, acido folico, biotina y acido pantoténico (Ramirez y Olivera, 2006).

Tres gramos de espirulina al dia proporciona una cantidad suficiente de vitamina B,
incluso a las personas que no coman ningun producto de origen animal (Roeper, 2004).

2.2. IMPORTANCIA DE LA VITAMINA Bi; EN LA DIETA HUMANA

La vitamina B, o cianocobalamina es una vitamina hidrosoluble. En el ser humano es
sintetizada en el colon, pero no se encuentra disponible para su absorcion por lo que es
preciso que su consumo sea a través de productos animales en la dieta (Alimentacion
Sana, 2006). Las principales fuentes de vitamina B, en una dieta equilibrada son la carne,
los huevos y los lacteos (Cuadro 1).



Cuadro 1. Contenido de vitamina B;, en alimentos

ALIMENTOS pg vit B;2/100gr alimento
Alga espirulina 140
Higado 75
Sardinas 28
Atun 5
Bacalao 5
Conservas en aceite 5
Cerdo 3
Carne de res 2
Huevo 1.7
Queso de bola 1.4
Embutidos 1
Leche fluida de vaca 0.3

(Universidad de Navarra, 2002)

Segin  (A.D.AM. Inc., 2004), organizacion acreditada por la Comision
Norteamericana de Certificacion de la Atencion Médica, el consumo de vitamina B, es
importante para el metabolismo dentro del cuerpo, procesos que implican generacion y
uso de energia, nutricion, digestion, absorcidon, eliminacion, respiracion, circulacion y
regulacion de la temperatura.

En 1948, en los laboratorios de la compafiia Merck, Rickes y Folkers se logro aislar la
vitamina Bj,, después del descubrimiento de la misma entre 1824 y 1855 por Combe y
Adison cuya investigacion fue impulsada por casos de una misteriosa enfermedad llamada
anemia megaloblastica.

Segin Office Dietary Supplements of National Institutes of Health el RDA
(Recommended Dietary Allowances), avalado por el Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (U.S.D.A), las recomendaciones especificas de vitamina Bj, para
hombres y mujeres a partir de los 10 afios es de 2.4 pg/dia. Esta necesidad puede variar de

acuerdo a la presencia de factores especiales como el embarazo que incrementa el RDA a
2.6 pg/dia (ODS, 2002).

2.3. PROCESAMIENTO PARA PASTA

Se define pasta como los productos constituidos por mezclas de sémolas de trigo y/o
harina con agua potable, no fermentadas, sin coccién y que han sido sometidos a un
proceso de desecacion. Podran adicionarse huevos, hortalizas y otros ingredientes y
aditivos autorizados.



La aparicion de la pasta se dio en Italia entre los siglos, XI y XII traida por los arabes
desde Sicilia. Originalmente se trataban de tiras de masas enrolladas en torno a hilos de
paja o similares que se dejaban secar.

En el siglo XIX se introdujeron en Néapoles las primeras gramoladoras que hacian mas
resistente y eldstica la masa previamente elaborada con las maquinas amasadoras. Mas
tarde vino el turno de la primera prensa hidraulica hasta llegar a nuestros dias con la
tecnologia de fabricacion de pastas (Alimentacion Sana, 2003).

Actualmente la harina para elaborar pasta proviene del endospermo del trigo duro, lo
que le confiere una mayor capacidad de moldeado. Estas harinas son pobres en vitaminas
del grupo B, las cuales se localizan en la cubierta del cereal.

La preparacion de la masa consiste en el mezclado de los ingredientes, amasado para
eliminar las burbujas de aire, extrusion y cortado de la masa que consiste en hacerla pasar
a presion por rodillos que le dan su forma tipica, seguido del secado y endurecimiento de
la pasta en la que se controla temperatura y humedad relativa del ambiente (EROSKI,
2003).

Los efectos en la estabilidad de las vitaminas durante la extrusion son complicados
debido a la accion de la humedad, friccion, cambio de temperaturas y presiones. Las
vitaminas liposolubles A, D y E son estables durante la extrusion. Las vitaminas
hidrosolubles, como la vitamina C o del grupo B, pueden perder estabilidad durante la
extrusion (Valls, 1993).

2.4. METODOS DE CUANTIFICACION DE VITAMINA B,
2.4.1. Método de Lactobacillus leichmanii

Segiin la AOAC (Association of Oficial Analytical Chemist) 2005, para la
determinacion de la vitamina By, se aprob6 el método de Lactobacillus leichmanii de
cuantificacion microbioldgica (AOAC 952.20). Las técnicas analiticas utilizadas para éste
tipo de método son técnicas turbidimétrica y por titulacion. El rango analitico de
deteccion de esta técnica es >= 0.1 pg de vitamina B12/g o ml.

Este método permite cuantificar cianocobalamina utilizando Lactobacillus
leichmannii Atcc 7830 microorganismo que no puede sintetizar esta vitamina. Relaciona
directamente el crecimiento celular con la concentracion de cianocobalamina presente.

Para preparar la muestra y la curva estandar se utiliza un medio comercial libre de
cianocobalamina, el crecimiento celular se mide turbidimétricamente y por interpolacion
en la curva se determina la concentracion de la muestra. El andlisis debe realizarse con
baja intensidad de luz porque la vitamina B, es fotosensible (ISSSTE, 1997).



2.4.2 Cromatografia liquida de alta precision

La cromatografia fue desarrollada y definida por el botanico ruso Mikhail Tswett en
1903 que produjo una separacion colorida de los pigmentos de la planta usando una
columna del carbonato de calcio (tiza). La cromatografia viene de las palabras griegas
"chroma" para el color y "graphein" escribe. La cromatografia significa “escribir con
color” (Nuyttens, 2004).

Actualmente el método de cuantificacion con HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) ha sido la principal via de andlisis de mezclas de vitaminas, empleado
tanto en preparaciones farmacéuticas como en fuentes naturales. La cromatografia de fase
reversa ha sido muy utilizada en el estudio de estos compuestos. Para mejorar los
resultados de los analisis cromatograficos se ha incorporado la utilizacion de pares idnicos
(Férnandez. T, et al,, 2001).

Segun Gratzfeld de HPLC Technologies (1997), las vitaminas hidrosolubles son
compuestos labiles sensibles a la luz, altas temperaturas y oxigeno, que pueden
encontrarse en los alimentos en bajas cantidades. Por tanto el método de cuantificacion
con HPLC es recomendado pues se pueden separar y detectar éstos compuestos
controlando la temperatura, oxigeno y luz. La deteccion se realiza a través de informacion
espectral por un detector Ultravioleta Visible - Detector de Arreglo de Diodos (UV-DAD)
con longitud de onda 220nm - 230nm, columna Hypersil BDS 100mm x 4 mm x Spm
(longitud x didmetro x tamafio de particula), con una fase movil binaria (A) agua a pH 2,1
(H2S04) y (B) acetonitrilo (ACN )+ 10% A, con aumento en gradiente (Cuadro 2), flujo
de 0.5 ml/min, temperatura de 30°C y volumen de inyeccion de 2-5ul, dejando un tiempo
de lavado final de 6 minutos. Este método de deteccion y cuantificacion es dptimo para
obtener concentraciones de vitaminas en alimentos al tener alta sensibilidad para detectar
cantidades de >0.01 pg de vitamina Bj»/g o ml.

Cuadro 2. Gradiente de fase movil para cuantificacion de vitamina B;,

TIEMPO (min) (A) H20 a pH 2.1 (H2SOy4) (B) ACN +10% A
0-3.5 99% 1%
3.6-11 75% 25%
11.1-19 10% 90%

En el Instituto de Farmacia y Alimentos de la Universidad de la Habana se desarrollo
el proyecto “Determinacion de vitaminas del complejo B en Arthrospira maxima por
cromatografia liquida de alta resolucion” que consiste en el disefio de dos métodos de
extraccion de las vitaminas del complejo B en muestras de espirulina cubana. Para la
determinacion se emplea un sistema HPLC formado por una columna de octadecilsilano
(C18) y fases moviles de metanol-agua-acido fosforico 0.1mol-L (20:79.5:0.5) para el
andlisis de cianocobalamina. La velocidad de flujo fue 1 ml/min. La deteccion se realizo
con un Detector de Arreglo de Diodos (DAD) con longitud de onda 362nm (Férnandez. T,
et al., 2001).



2.5. ANALISIS SENSORIAL

El Instituto de Tecndlogos de Alimentos de EEUU (IFT) (2000), define la evaluacion
sensorial como la disciplina cientifica utilizada para evocar, medir, analizar e interpretar
las reacciones a aquellas caracteristicas de alimentos y otras sustancias, que son
percibidas por los sentidos de la vista, olfato, gusto y oido.

El andlisis sensorial se puede definir como un conjunto de técnicas que miden,
evalian, analizan e interpretan lo mas objetivamente posible las caracteristicas
organolépticas de los alimentos. En la percepcion sensorial intervienen tres componentes:
uno cualitativo (la naturaleza del estimulo), otro cuantitativo (la intensidad) y, por ltimo,
el afectivo (de aceptacion o rechazo) (Picallo, 2002).

2.5.1. Analisis sensorial de preferencia

La prueba de preferencia sensorial es una prueba cuantitativa afectiva que fuerza al
panelista a seleccionar una muestra sobre otra u otras. Es indicado en proyectos en que se
requiere elegir un producto de otros en situaciones como mejora del producto o pruebas
de preferencia pareada. Se clasifican en diferentes tipos, preferencia pareada, ordenacion
de preferencia pareada y preferencia pareada multiple. En estas pruebas no se busca
determinar si el panelista puede distinguir entre dos muestras, se requiere saber si les
gusta mas una determinada muestra que otra (Anzaldta, 1994).

2.5.2. Analisis sensorial de aceptacion

La prueba de aceptacion sensorial es una prueba cuantitativa afectiva que se utiliza
cuando se busca obtener resultados de cuanto gusta o disgusta un producto a los
consumidores.

La prueba de aceptacion es muy similar a la prueba de diferencia de atributos, excepto
que los atributos (aspecto, olor, color, gusto, textura) son evaluados en aceptacion o gusto,
en la prueba se utiliza escalas hedonicas (con escalas que vayan de muy malo a muy
bueno) que indican los grados de aceptacion o no aceptacion de la muestra (Civille, 1999).

2.5.3. Prueba sensorial triangular

La prueba triangular o “triangle test” se utiliza cuando el objetivo es determinar si
existe diferencia sensorial entre dos muestras. Este método es usado particularmente en
situaciones donde existen efectos de cambios en los ingredientes, procesamiento,
empaque, almacenamiento que pueden producir cambios en la muestra los cuales no
pueden ser caracterizados por wunos o dos atributos (Civille, 1999).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. LOCALIZACION

El estudio se realizd6 en el Laboratorio de Analisis de Alimentos de Zamorano
(LAAZ). La elaboracion de la pasta de harina de trigo con espirulina fue realizada en la
Planta Agroindustrial de Investigacion y Desarrollo (PAID) y los anélisis de evaluacion
sensorial se realizaron el Laboratorio de Analisis Sensorial de Alimentos de la
Universidad Zamorano, ubicada a 35 Km. de Tegucigalpa, en el Departamento Francisco

Morazén, en la siguientes coordenadas: N 14° Y O 87°, con temperatura promedio anual
de 24 °C.

3.2. MATERIALES
3.2.1 Materiales para la cuantificacion de vitamina B, por HPLC

Papel aluminio

Pipetas de 5y 10 ml

Bulbo

Beakers de 125 ml

Mortero

Filtros 0.2 um de nylon

Agua destilada filtrada al vacio
Erlenmeyer de 250 ml

Viales de 2 ml color topacio
Parafilm

3.2.2 Materiales para la elaboracion de la pasta de harina de trigo con espirulina

e Muestra seca de alga espirulina Arthospira plantensis, originaria de Quito-
Ecuador: obtenida de la empresa ORGASP S.A. cosechada el 28 de abril de
2007 con redes de plastico, secada al sol y posteriormente pasada por tambores
rotatorios para disminuir su tamafio y obtener particulas uniformes mas
pequenias. 50 g. de a alga fue pesada y empacada al vacio, asi se transportd por
via aérea hasta Tegucigalpa, Honduras y posteriormente hasta Zamorano para
su uso en el presente estudio.



3.3.

3.3.1.

3.3.2.

34.

3.4.1.

10

Harina de trigo durum, marca GoldStar
Huevos

Agua grado alimenticio

Vasos de plastico

Hojas de evaluacion sensorial

Galletas soda

Platos

REACTIVOS
Reactivos para la cuantificacion de vitamina By, por HPLC

Estandar de vitamina B, (cianocobalamina) SUPELCO, pureza 98.5%, catalogo
47869 (1).

Solucion acido clorhidrico (HCI) 0.1 N: Disolver 8.2 ml de HCI en 1000 ml de
agua destilada.

Reactivos para la extraccion de vitamina By, en pasta de harina de trigo con
espirulina

Muestra de pasta de harina de trigo con alga espirulina sin procesar y procesada.
Solucién de cianuro de sodio (CNNa) al 1%, Reagenzien Merck Cod. 6438,
pureza 97%.

Acido clorhidrico FISHER SCIENTIFIC, pureza 37.8%

Acetona FISHER SCIENTIFIC, pureza 37.8%

EQUIPO
Equipo para la cuantificacion de vitamina By, por HPLC

e HPLC AGILENT 1100 (High Performance Liquid Cromatography)
Desgasificador GI1379A  JP40724067

Bomba cuaternaria GI311A DEA43633284

Detector UV-VIS de arreglo de diodos GI1315B  DE43626255
Inyector Manual Rheodyne G1328B  DE11405091

Columna SUPELCOSIL™ LC-18 (15¢m x 4.6 mm x 5um) con precolumna
Jeringa Agilent # 5182-9619,

Balanza ADVENTURER ™, marca OHAUS, modelo AR2140.
Potencidmetro ORION RESEARCH modelo 701A

Campana LABCONCO, Patente 6461233

Centrifuga IEC modelo K

Rotavapor HAAKEBUCHLER N° 91295
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e Estufa FISHER SCIENTIFIC, Catalogo 11-498-7SH
e Bomba de vacio GAST, modelo N° IHAB-25-M100X

3.4.2. Equipo para la elaboracion de pasta

e Rodillo extrusor para pasta y conjunto cortador, marca Kitchen Aid modelo
KPRA.

Mezclador, marca Kitchen Aid modelo FPPA.

Batidor plano, marca Kitchen Aid modelo KSAB.

Gancho de amasar, marca KitchenAid modelo KSADH.

Parrillas y bandejas

3.5. METODO DE FERNANDEZ. T, ef al. (2001) PARA CUANTIFICACION DE
VITAMINA B;; POR MEDIO DEL USO DE HPLC

El presente estudio se desarrolld por el método de determinacién de vitamina B, por
HPLC recomendado por Fernandez T. ef al. (2001).

Se desarrolld una curva de calibracion para determinar la cantidad de vitamina B, en
alimentos, usando extracciones quimicas de estandares puros de cianocobalamina.

Para la curva de calibracion se eligidé cuantificar cianocobalamina a concentraciones
desde 10 hasta 0.4 pg/ml que fue el nivel minimo al que las diluciones fueron exactas para
que el HPLC demuestre precision en los resultados. El patréon de cianocobalamina se
empled a concentraciones de 0.41, 0.60, 1.02, 3.02, 5.03 y 10.1 pg/ml, desde una solucién
madre de 20 pg/ml (concentraciones de 0.4 -10pg/ml).

El procedimiento de preparacion de soluciones estandares fue el siguiente:

e Se pes6 100 mg de estdndar de cianocobalamina en 50 ml de HCl 0.IN y se
obtuvo una solucion de 2000 pg/ml.

e De la solucion de 2000 pg/ml se pesod S5g y se disolvid en un volumen total de 50
ml, para obtener una solucion de 200 pg/ml.

e De la solucion de 200 pg/ml se pesd 10g y se disolvid en un volumen total de 100
ml, para obtener una solucion de 20 pg/ml, solucion de la cual se tomaron los
diferentes niveles para la curva de calibracion.

e Se filtro al vacio con filtros de 0.2 pm y se protegio de la luz cada concentracion
de estandar.

e Se colocd el filtrado en viales topacio rotulados con la concentracion
correspondiente.

Las condiciones cromatograficas para el HPLC utilizadas fueron:
e Fase estacionaria: columna SUPELCOSILTM LC-18 (15¢m x 4.6 mm x Sum) con
precolumna C-18.
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e Fase movil, solvente A agua filtrada, solvente B metanol, solvente C &cido
fosforico.

e Bomba cuaternaria con condiciones: Flujo 1.6 ml/min, 69.5% de solvente A, 30 %
de solvente B y 0.5% de solvente C.

e Detector de arreglo de diodos (DAD) a una longitud de deteccion de 360nm.

e Se empled un volumen de inyeccion de 20 pl realizandose cinco repeticiones por
cada concentracion para determinar el rango de tiempo de elusion de la
cianocobalamina que fue 2.5-3 min y un tiempo posterior de lavado de 5 minutos,
estableciendo el método en 8 minutos por cada muestra.

El limite de deteccion, cuantificacion, precision y exactitud del método se determin6 a
partir del modelo de regresion lineal establecido por la curva de calibracion. Los
estadigrafos utilizados para evaluar éstos parametros fueron media, coeficiente de
variacion y desviacion estandar.

Los cromatogramas fueron evaluados para determinar el area promedio bajo la curva
para cada concentracion de vitamina. Se realiz6 el andlisis de regresion lineal mediante el
programa Statistical Analysis System (SAS ®) para determinar la linearidad del método
asi como para generar la ecuacion de la curva de calibracion: y = mx + b; donde “y”: es el
area bajo el pico de vitamina B, “x” la concentracion de estandar de vitamina B, en

ug/ml, “m” la pendiente y “b” el intercepto.

3.6. VALIDACION DEL METODO DE VITAMINA B;; POR MEDIO DEL USO
DE HPLC TOMANDO COMO REFERENCIA EL METODO DE
FERNANDEZ. T, et al. (2001).

Para la validacion interna del método de identificacion y cuantificacion de
cianocobalamina se inyectaron concentraciones conocidas de estandar a 0.53, 0.71, 2.1,
7.01 y 15.03 pg/ml, realizandose las diluciones en HCI 0.1N. Las muestras fueron
inyectadas en el HPLC por triplicado bajo las mismas condiciones cromatograficas con
que se realizd la curva de calibracion. Se realizé la validacion con las mismas condiciones
cromatograficas que la curva de calibracion. Se realizaron tres repeticiones por
concentracion.

3.7. DISENO EXPERIMENTAL

3.7.1 Diseifio experimental del analisis sensorial de preferencia

La evaluacion de tres tratamientos de pasta de harina de trigo con 3, 7 y 10%
espirulina se realizO con la tabla estadistica G-23 (prueba de Kramer), con una
probabilidad de 0.05.
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3.7.2. Disefio experimental de la cuantificacion de vitamina B;, después del
procesamiento de la pasta de harina de trigo con espirulina

Como se describe en el Cuadro 3, para evaluar el efecto del procesamiento (extrusion
en frio, cortado y secado) sobre la vitamina B;, en la pasta de harina de trigo con 7% de
espirulina se utilizaron tres repeticiones de la pasta de harina de trigo con 7% de
espirulina antes y después del procesamiento.

Cuadro 3. Distribucion de tratamientos para evaluar la pérdida de vitamina B12 por
procesamiento en la pasta de harina de trigo con 7% de espirulina.

MUESTRA TRATAMIENTO

Repeticion 1 Mezcla sin procesar Pasta procesada
Repeticion 2 Mezcla sin procesar Pasta procesada
Repeticion 3 Mezcla sin procesar Pasta procesada

3.7.3. Diseio experimental de la cuantificacion de vitamina B;; durante el
almacenamiento de la pasta de harina de trigo con espirulina

En el disefio experimental se utilizaron tres repeticiones de la pasta de harina de trigo

con 7% de espirulina y se evalud a los dias 0, 7, 14 y 30. (Cuadro 4).

Cuadro 4. Descripcion del analisis de estabilidad de vitamina B, en pasta con
espirulina almacenada 30 dias

MUESTRA DIAS

Repeticion 1 0 7 14 30
Repeticion 2 0 7 14 30
Repeticion 3 0 7 14 30

3.7.4. Diseiio experimental del analisis sensorial de aceptacion

El anélisis sensorial de aceptacion se realizd con la pasta de harina de trigo con 7% de
espirulina a los 0 y 30 dias de almacenamiento evaluada por 10 panelistas.
3.7.5. Diseiio experimental de la prueba sensorial triangular

Para la prueba sensorial triangular se utiliz6 la pasta de harina de trigo con espirulina a
los 0 y 30 dias de almacenamiento evaluada por 10 panelistas.
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3.8. ANALISIS ESTADISTICO
3.8.1. Analisis estadistico del analisis sensorial de preferencia
Para realizar el analisis estadistico de la prueba sensorial de preferencia se utiliz6 la tabla
G-23 o de Kramer con una probabilidad de 0.05.
3.8.2. Analisis estadistico de la cuantificacion de vitamina B12 después del
procesamiento de la pasta de harina de trigo con espirulina

El anélisis estadistico de la cuantificacion de vitamina B12 después del procesamiento

de la pasta de harina de trigo con espirulina se realizd con un disefio completo al azar y
separacion de medias LSD.

3.8.3. Analisis estadistico de la cuantificacion de vitamina B12 durante el
almacenamiento de la pasta de harina de trigo con espirulina

El anélisis estadistico de la cuantificacion de vitamina B12 durante el almacenamiento
de la pasta de harina de trigo con espirulina se realizd con un disefio completo al azar con
medidas repetidas en el tiempo y separacion de medias DUNCAN.
3.8.4. Analisis estadistico del analisis sensorial de aceptacion

La prueba sensorial de aceptacion se analizo estadisticamente mediante un analisis de
varianza (ANDEVA) desarrollado en SAS®.
3.8.5. Analisis estadistico de la prueba sensorial triangular

La prueba sensorial triangular se analiz6 estadisticamente con el chi cuadrado con una
probabilidad de 0.05.
3.9. PROCESO DE ELABORACION DE LA PASTA DE HARINA DE TRIGO

CON ESPIRULINA
El desarrollo de la pasta se realiz6 con la muestra preferida (concentracion de 7%). El

experimento se realizd con un tratamiento (extrusion en frio, cortado y secado) y tres
repeticiones.
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3.9.1. Formulacion

Cuadro 5. Formulacion de la pasta de harina de trigo con espirulina

Ingredientes g/100g
Harina de trigo 56.54
Huevo 31.41
Agua 4.99
Alga espirulina 7.07

3.9.2. Diagrama de flujo de pasta de harina de trigo con espirulina

El proceso que se utilizd para realizar la pasta de harina de trigo con de espirulina se

efectud conforme la formulacion del Cuadro 5.

e Se mezcl6 la harina, huevos, alga espirulina y agua en el recipiente mezclador firme

con el implemento batidor plano en velocidad 2 por 30 s.

e Se cambi6 del implemento al gancho amasador y se mezclo en velocidad 2 por 2 min.

e Se mezcldo manualmente por 2 min.

e Se dividié la mezcla en 8 porciones iguales y se pasd cada porcion 5 veces por el

rodillo extrusor para pasta con el grosor ajustado primero a 1 hasta llegar a 5.

e Se pas6 la pasta extruida al implemento cortador obteniendo la pasta cortada,

posteriormente se puso a secar por 6 h'y se empaco.

e El almacenamiento de la pasta se realiz6 en bolsas transparentes ziploc de polietileno
con cierre deslizable, medidas 27 x 28cm de 0.01524cm (6 mil) de grosor. La

temperatura de almacenamiento fue de 24°C y humedad relativa de 45%.
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Mezclado de ingredientes |
(velocidad 2)

N

Porcionar la masa
(8 porciones)
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Extrusion de la masa
(Rodillos extrusores)

N

Cortado de la masa
(Cortadora de pasta)

N

Secado de pasta (6h.
T°=24°C v HR. = 45%)

N
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polietileno)
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.

Batidor plano (30 s)

Gancho de amasado
(2 min)

Figura 1. Flujo de proceso para pasta de harina de trigo con espirulina
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3.10. ANALISIS SENSORIAL DE PREFERENCIA

Se realiz6 un andlisis sensorial de prueba de escala preferencial simple, se solicitd a
los panelistas elegir la muestra preferida, medianamente preferida y la menos preferida.
Se utilizé una escala hedonica ordinal, otorgandole un valor de 1 a la muestra preferida, 2
medianamente preferida y 3 menos preferida. El analisis fue realizado el mismo dia del
procesamiento mediante una hoja de evaluacion con las instrucciones y caracteristicas a
evaluar (Anexol).

3.11. CUANTIFICACION DE VITAMINA B;; POR MEDIO DE HPLC
TOMANDO COMO REFERENCIA EL METODO DE FERNANDEZ. T, et
al., (2001) PARA PASTA DE HARINA DE TRIGO CON ESPIRULINA

e Se moli6 con un mortero muestra seca de la pasta de harina de trigo con espirulina.
e Se peso en un beaker cubierto con papel aluminio 10g de muestra seca molida.

e Se agregd 50 ml de agua destilada y con una pipeta se anadi6 6ml de la solucion
de cianuro de sodio al 1%.

Se ajustd y midio6 el pH entre 4.6-5 con una solucion de 4cido clorhidrico 1N.

Se coloco la muestra en bafio de agua a 60° C por una hora.

Se agregd 50ml de acetona para purificar el extracto.

Se centrifugdé a 3000 rpm durante 10 min, posteriormente se recolectd el
sobrenadante y se evapor6 en rotavapor con 137.9 Kpa de vacio por 20 minutos a
65°C para eliminar la acetona remanente.

e Se filtr6 al vacio la muestra evaporada y después se coloco en un vial topacio.

Se encendi® la bomba cuaternaria y se dejo fluir la fase movil durante
aproximadamente 15 minutos hasta que la linea base del cromatdgrafo se estabilizara para
poder inyectar y realizar la lectura de la muestra.

Se inyect6 cada muestra en el HPLC y se realizaron 3 inyecciones por cada repeticion
de pasta con espirulina. De esta manera se identifico el area y consecuentemente la
concentracion de vitamina B, (ng/ml).

3.12. ANALISIS SENSORIAL DE ACEPTACION

Se empled un grupo de diez panelistas no capacitados. Los panelistas recibieron una
induccion acerca de la forma de evaluar y procedieron a calificar las muestras segun su
criterio.

1. Se prepar6 el lugar de la prueba, cada muestra de pasta con alga espirulina fue
rotulada con numeros aleatorios para no influir en los resultados.

2. Se proporciond a cada panelista su propio material de degustacion, agua y galletas
de soda como limpiadores del paladar entre cada una de las muestras. Asi también, una
hoja de evaluacion con las instrucciones y caracteristicas a evaluar en cada muestra.
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Se realizd prueba afectiva de aceptacion de pasta de harina de trigo con 7% de
espirulina al dia 0 y 30 de procesamiento, utilizando una escala hedonica de 5 puntos (5
me gusta mucho). Se obtuvo resultados mediante una hoja de evaluaciéon con las
instrucciones y caracteristicas a evaluar (Anexo 2).

3.13. PRUEBA SENSORIAL TRIANGULAR

Se realizd una prueba sensorial triangular discriminatoria con tres muestras: dos con
30 dias de almacenamiento (A) y una procesada el dia de la evaluacion (B). Las muestras
se presentaron siguiendo el esquema de aleatoridad ABA. A través de una hoja de
evaluacion sensorial (Anexo 3) se solicitd a los panelistas determinar la muestra de pasta
con espirulina diferente de las tres muestras presentadas. Se utilizo el analisis estadistico
de chi cuadrado para obtener resultados.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CALIBRACION DEL METODO HPLC PARA VITAMINA B,

Para la calibracion del método HPLC para vitamina B, se consideraron pardmetros
cuantitativos y cualitativos con los que se determindé las areas promedio de las
concentraciones conocidas inyectadas en el HPLC.

4.1.1. Analisis cuantitativo de vitamina By, por HPLC

Se obtuvo un coeficiente de variacion de las areas obtenidas en el cromatograma
correspondiente a cada nivel de inyeccion menor a 5%, lo que indica una precision
aceptable del instrumento bajo las condiciones establecidas, a excepcion del nivel de
0.41ug de cianocobalamina, que presentd un coeficiente de variacion de 12.54% debido
al grado de dificultad para realizar una dilucion con una baja concentracion (Cuadro 6).

Cuadro 6. Indicadores de precision para la calibracion con estandares de
cianocobalamina

% Coeficiente de

ng de cianocobalamina ~ Area promedio * o s
variacion

10.01 96.78 1.02
5.03 47.69 1.30
3.02 27.67 2.15
1.02 8.93 3.76
0.60 4.71 4.05
0.41 2.55 12.54

A Microgramos de cianocobalamina inyectados en el HPLC
A Area bajo la curva promedio correspondiente a su respectivo nivel de cianocobalamina.

4.1.2. Analisis cualitativo de vitamina By, por HPLC

En los estandares corridos por triplicado en el HPLC se identificd que todos los niveles
de cianocobalamina presentaron la pendiente maxima del pico a un tiempo de retencion
promedio de 2.50 minutos con una desviacion estandar de 0.07 (Anexo 1-4).
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Figura 2. Curva de calibracion para cianocobalamina — método HPLC

En la Figura 2 se observa que el modelo estadistico presentd una tendencia lineal alta
(R*=0.999) entre la concentracion de vitamina B1, y el 4rea bajo la curva obtenida por el
HPLC. Este alto grado de ajuste del modelo se permitido predecir la concentracion de
vitamina By, en alimentos con la precision requerida para ser usada en el laboratorio con

la ayuda de la ecuacion y = 9.742x — 1.322, en la que “y” es el area bajo la curva obtenida
del HPLC y “x” es la concentracion de vitamina B, presente en el alimento.

4.2. VALIDACION DE LA CURVA DE CALIBRACION

Seglin los datos de la Cuadro 7 al realizar la prueba T-student se obtuvo Pr > |t| 0.4064
, resultado que demuestra que la concentracion conocida de la dilucién de vitamina B12
es estadisticamente igual a la concentracion reportada por el HPLC. Con este resultado
queda validada la curva de calibracion.
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Cuadro 7. Datos cuantitativos de la curva de validacion

Concentracion Concentracion Promedio

(1)
conocida (ng/ml) reportada (ng/ml) (ng/ml) 7C.V.

15.08

15.04 14.97 15.03 0.04
15.04
7.11

7.02 7.08 7.09 0.018
7.07
2.05

2.08 203 202 0.09
1.99
0.71

0.70 0.73 0.72 0.02
0.72
0.69

0.51 0.55 0.55 0.18
0.40

4.3. ANALISIS SENSORIAL DE PREFERENCIA

Las muestras con 3 y 10% de alga espirulina se juzgaron con valores dentro del rango
de (13-27) / (14-26) obtenidos de la tabla G-23 por lo que estas muestras se determinaron
como no preferidas, la muestra con 7% de alga espirulina fue juzgada con valores fuera
del rango de la tabla G-23 para las condiciones evaluadas por lo que fue elegida como la
muestra preferida por los panelistas. La pasta de harina de trigo con 7% de espirulina fue
seleccionada para la cuantificacion de vitamina B, después del procesamiento y durante

el almacenamiento por ser calificada por los panelistas como la muestra preferida (Cuadro
8).

Cuadro 8. Resultado del analisis sensorial de preferencia para muestras de pasta de
alga espirulina

MUESTRAS PREFERENCIA *
Pasta con 3 % de alga espirulina 24°
Pasta con 7 % de alga espirulina 11°
Pasta con 10 % de alga espirulina 25°

~ Preferencia de pasta con alga espirulina, siendo 1 la mas preferida y 3 la menos preferida.
Separacion de medias DUNCAN.
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La tendencia de los panelistas a escoger la concentracion intermedia de los tres
tratamientos, se debi6 a la baja intensidad del color que presentd la pasta de harina de
trigo con 3% de espirulina mientras que la pasta con 10% de espirulina tuvo un color muy
obscuro. Ademas, la textura mas hulosa de la pasta de harina de trigo con concentraciones
de 3 y 10% de espirulina contribuyé a que fueran menos preferidas. Segun los panelistas
la pasta de harina de trigo con 7% de espirulina fue la que present6 el mejor color, textura
e intensidad de sabor a espirulina, pardmetros por los que fue preferida.

4.4. CONCENTRACION DE VITAMINA B;; EN PASTA DE HARINA DE
TRIGO CON ESPIRULINA

4.4.1. Concentracion de vitamina B, antes y después del procesamiento de la pasta
de harina de trigo con 7% de espirulina

La pérdida de vitamina B, después del procesamiento de la pasta de harina de trigo

con 7% de espirulina fue estadisticamente significativa (P<0.05) (Cuadro 9).

Cuadro 9. Concentracion de vitamina B;, antes y después del procesamiento de
pasta con 7% de espirulina

MUESTRA pg de vitamina By, * = D.E.
Pasta antes del procesamiento 5.642 £ 0.557 4=
Pasta después del procesamiento 3.776 + 0.241 y+

~ Cantidades en pg de vitamina By, /10 gramos de alimento.
* Letras diferentes son estadisticamente diferentes (P<0.05).
Separacion de medias LSD.

Durante el proceso de extrusion la mezcla pasta de harina de trigo con espirulina pasa
por un aumento de temperatura debido a la friccion producida por la velocidad de los
rodillos y es sometida a un periodo de secado. Estos dos subprocesos causan una
disminucion de 65% de agua que es uno de los agentes causantes de la pérdida de
vitamina Bj, después del procesamiento, ademas que la vitamina B;, se degrada en
presencia de luz y durante el procesamiento estd expuesta a la luz. Estos factores son
probables causantes de la pérdida del 40% de vitamina B, después del procesamiento.

Los parametros de extrusion que afectan la calidad nutritiva en alimentos son la
composicion del material de la alimentacion, contenido de agua, caudal de alimentacion
del material, velocidad del tornillo, configuraciones del tornillo, temperatura del cilindro
(Guy, 2002).

Segun Valls (1993) la pérdida de vitamina Bj, después del procesamiento puede ser
causa de la pérdida de humedad debido al proceso de elaboracion.
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4.4.2. Cambios en concentracion de vitamina B, durante el almacenamiento de la
pasta de harina de trigo con 7% de espirulina

Se observo una pérdida estadisticamente significativa (P<0.05) de cianocobalamina
entre el dia 7 y 14 de almacenamiento y posteriormente entre el dia 14 y 30 de
almacenamiento (Cuadro 10).

Cuadro 10. Cambios en concentracion de vitamina B, en pasta con 7% de espirulina
durante 30 dias de almacenamiento a temperatura ambiente.

TIEMPO pg de vitamina By, *+D.E.
Dia 0 3.776 £ 0.241 ,«
Dia 7 3.392 + 0.191 4«
Dia 14 2.518 +£0.244 «
Dia 30 1.904 +0.629 .«

~ Cantidades en pg de vitamina By, por 10 gramos de alimento.
* Letras diferentes son estadisticamente diferentes (P<0.05).
Separacion de medias DUNCAN.

Segtin ODS (2002) la vitamina By, es sensible a la luz y calor por lo que estos factores
pueden provocar pérdidas considerables de cianocobalamina.

La luz y temperatura (24°C) a los que estuvo expuesta la pasta de harina de trigo con
espirulina durante el almacenamiento fueron factores determinantes en la pérdida de
vitamina Bi,.

4,0
K y =-0.064x +3.713
3,5

&
F \ R?=0.943
£
a 3,0
o
o
i
S
N 25
o
E 2,0
% ’ _-""-..’
1,5
0 5 10 15 20 25 30 35

Dias de almacenamiento

Figura 3. Pérdida de vitamina B, en el almacenamiento de la pasta de harina de
trigo con espirulina
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Como se observa en la Figura 3 la pérdida de vitamina B, presenta una tendencia
lineal negativa con R*=0.943 que indica una disminucion lineal de cianocobalamina
durante los 30 dias de almacenamiento.

4.5. ANALISIS SENSORIAL DE ACEPTACION

En el analisis sensorial de aceptacion para los parametros evaluados apariencia, sabor
y textura los resultados obtenidos de los panelistas para la pasta de harina de trigo con 7%
de espirulina con 0 dias de almacenamiento fue “no me gusta ni me disgusta”. Para la
pasta de harina de trigo con 7% de espirulina con 30 dias de almacenamiento los
panelistas la valoraron como “no me gusta ni me disgusta”. En conclusion los panelistas
no consiguieron establecer diferencias significativas (P<0.05) pasta de harina de trigo con
espirulina a los 0 y 30 dias de almacenamiento (Cuadro 11).

Cuadro 11. Resultados del analisis sensorial de aceptacion para la pasta de harina de
trigo con 7% de espirulina

Pasta con alga espirulina” Pasta con alga espirulina *
ATRIBUTOS T-0dias T=30dias
Apariencia 3.20, 3.60 ,
Aroma 2.90 , 3.10,
Sabor 340, 3.00,
Textura 3.50 , 3.80,
Apreciacion general 2.90, 3.10,

~ Aceptacion de pasta con alga espirulina, siendo 5 me gusta mucho y 1 me disgusta mucho.
* Letras iguales no establecen diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

Los panelistas también evaluaron los pardmetros aroma y apreciacion general y los
resultados obtenidos para la pasta de harina de trigo con 7% de espirulina al dia 0 de
almacenamiento fue “me desagrada poco” mientras que la pasta de harina de trigo con 7%
de espirulina al dia 30 de almacenamiento fue valorada como “no me gusta ni me
disgusta”. Aunque tienen dos valoraciones generales diferentes al evaluar los resultados
de todos los panelistas con programa estadistico SAS® se establecid que los panelistas no
encontraron diferencias significativas entre la pasta de harina de trigo con 7% de
espirulina al dia 0 y 30 de almacenamiento (Cuadrol1).

4.6. PRUEBA SENSORIAL TRIANGULAR

De acuerdo a la prueba de chi cuadrado en la que el chi cuadrado de lo observado es
menor (0.05) al chi cuadrado de la Tabla G-7 (2.71), los panelistas no detectaron
diferencias significativas entre las muestras de pasta con espirulina evaluadas el mismo
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dia de procesamiento y al dia 30 de almacenamiento. Segun los resultados obtenidos por
el panel sensorial, la pasta de harina de trigo con 7% de espirulina no difiri6 en sabor
después de un mes de almacenamiento a las condiciones establecidas en el estudio.



5. CONCLUSIONES

e El método de cuantificacion de vitamina B, por HPLC demostré alta precision y
exactitud desde la concentraciéon de 0.4 ug/ml de estdndar de cianocobalamina
hasta 10 pg/ml.

e Con el procesamiento de extrusion en frio se presentaron pérdidas de casi la mitad
vitamina Bi,.

e La pasta de harina de trigo con alga espirulina no presentd reducciones
significativas en la concentracion de vitamina Bj, hasta los 14 dias de
almacenamiento.

e La pasta de harina de trigo con 7% de alga espirulina fue el tratamiento preferido
por los panelistas con una calificacion intermedia.

e Los panelistas no consiguieron establecer diferencias significativas en las
caracteristicas sensoriales de la pasta con 7% espirulina después de 30 dias de
almacenamiento.



6. RECOMENDACIONES

e Realizar la evaluacion de pérdida de vitamina B, por procesamiento durante 3
meses.

e Evaluar la pasta de harina de trigo con espirulina como el desarrollo de un nuevo
producto.

e Evaluar las caracteristicas fisicas y microbioldgicas de la pasta de harina de trigo
con espirulina.

o Realiz
ar un estudio de mercado para cuantificar la demanda y determinar si se puede
introducir al mercado como nuevo producto.
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Anexo 1. Cromatograma de estandar de cianocobalamina a concentracion 10 pg/ml

DAD! A, Sig=362,1 Ref=332,16 (CIANOCOB\C ALU00A D)

1] 1 2 3 4 3 B 7 fmin

Anexo 2. Cromatograma de estandar de cianocobalamina a concentracion 5 pg/ml.

DADT A, Sig=362,1 Ref=332,16 (CIANOCOBICALOODOT O
mL

1 1 i 3 4 5 B i i
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Anexo 3. Cromatograma de estandar de cianocobalamina a concentracion 1 pg/ml.

DADT A, Sig=362,1 Ref=132,15 (CIANOCOBVCALDNT4 D)

d 1 2 3 4 5 f i min

Anexo 4. Cromatograma de estandar de cianocobalamina a concentracion 0.6 pg/ml.

DAL A Sig=362 1 Ret=332 16 (CIANOCOBICALOOO32 [
maL

1 1 p 3 4 5 B ! fhin
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Anexo 5. Hoja para evaluacion sensorial de preferencia

PRUEBA POR ORDEN DE PREFERENCIA

Fecha: 7 de Julio de 2007

NOMBRE:

Pruebe las muestras, siguiendo el orden marcado a continuacion:

Primero 693

Segundo 213

Tercero 864

Coloque en la casilla el nimero de la muestra siguiendo un orden decreciente de
preferencia

Mas preferida
Medianamente preferida
Menos preferida

Favor comente las razones de su preferencia

MUCHAS GRACIAS POR SU COLABORACION
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Anexo 6. Hoja para evaluacion sensorial de aceptacion

Prueba de aceptacién para pasta con espirulina

Nombre Fecha Muestra:
Instrucciones: Observe y pruebe la muestra de pasta e indique el grado en que le gusta o
desagrada cada muestra. Encierre el numero correspondiente a la descripcion que UD.
Considere apropiado de acuerdo a su criterio de aceptacion. Recuerde tomar agua y galleta de
soda antes de hacer la evaluacion.

1.) Apariencia Observaciones
1 2 3 4 5
Me desagrada Me desagrada No me agrada Me gusta Me gusta
Mucho poco ni me desagrada poco mucho
2.) Aroma
1 2 3 4 5
Me desagrada Me desagrada No me agrada Me gusta Me gusta
Mucho poco ni me desagrada poco mucho
3.) Sabor
1 2 3 4 5
Me desagrada Me desagrada No me agrada Me gusta Me gusta
Mucho poco ni me desagrada poco mucho
4.) Textura
1 2 3 4 5
Me desagrada Me desagrada No me agrada Me gusta Me gusta
Mucho poco ni me desagrada poco mucho

6.) Apreciacion General

1 2 3 4 5
Me desagrada Me desagrada No me agrada Me gusta Me gusta
Mucho poco ni me desagrada poco mucho

GRACIAS POR SU COLABORACION
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Anexo 7. Hoja para evaluacion sensorial prueba triangular

Prueba de aceptacién para pasta con espirulina

Nombre Fecha

Instrucciones: Observe y pruebe las 3 muestras de pasta e indique la que usted considera
diferente. Encierre el nUmero correspondiente a la descripcion. Recuerde tomar agua y galleta de

soda antes de hacer la evaluacion.

Cédigos

Muestra
Diferente

589|  451]

872

GRACIAS POR SU COLABORACION
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