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RESUMEN

Neo-contaminantes como acrilamida y furano se han detectado en alimentos
amildceos altamente consumidos en Chile, como el pan. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar el efecto de un extracto de antioxidantes de tara sobre
la formacion de acrilamida y furano en pan tipo hallulla, sin afectar
negativamente sus atributos sensoriales. Vainas de tara (Caesalpinia spinosa)
fueron caracterizadas quimicamente y sometidas a un proceso de extraccion
sélido — liquido (1:60 p/v) a 60 °C, con agua como solvente, para la obtencion
de sus compuestos fendlicos. El extracto fue afiadido en concentraciones de
hasta 3000 mg/kg en pan tipo hallulla, para la cuantificacion de sus niveles de
acrilamida y furano por cromatografia de gases — espectrometria de masas (GC
— MS), y evaluaciéon de su calidad y perfil sensorial mediante un panel de 11
jueces previamente entrenado y validado. Se obtuvo un extracto de vainas de
tara con 617,84 mg equivalentes de &cido tanico (EAT) por g (b.h.),
determinado por el método Folin Ciocalteu, y capacidad antioxidante ECsy de
1,72 ug/mL extracto, mediante el método radical 2,2-difenil-I-picrilhidrazil
(DPPH). El nivel de acrilamida y furano en pan tipo hallulla, horneado a 200 °C
por 20 minutos, fue de 82,62 + 4,87 y 1,94 £+ 0,01 pg/kg, respectivamente. El
extracto de vainas de tara redujo significativamente (p<0,05) los niveles de
acrilamida, en >97,12%, y hasta 44,66% de furano, en pan tipo hallulla con la
adicion de 1500 y 2000 mg/kg de extracto, respectivamente; sin afectar
significativamente (p>0,05) su calidad y perfil sensorial, excepto por la
generacion de un color violeta grisaceo dependiente de la concentracién de
extracto afadido. Por lo tanto, el extracto de vainas de tara no solo podria
mitigar eficazmente la formacion de acrilamida y furano, sino también, mantener
inalterada la calidad del pan tipo hallulla y la mayoria de sus atributos

sensoriales.
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ABSTRACT
Development of tara (Caesalpinia spinosa) extract and study of its effect
on the neo-formed contaminants content, sensory quality and profile of

“hallulla” bread

Neo-formed contaminants such as acrylamide and furan have been detected in
starchy foods highly consumed in Chile, such as bread. The objective of this
research was to evaluate the effect of a tara antioxidant extract on the formation
of acrylamide and furan in “hallulla-type” bread, without affecting negatively its
sensory attributes. Tara pods (Caesalpinia spinosa) were characterized
chemically and submitted to a process of solid - liquid extraction (1:60 w/v) at 60
°C, with water as solvent, to obtain the phenolic compounds. The extract was
added up to 3000 mg/kg in hallulla bread, for quantifying acrylamide and furan
levels by gas chromatography and mass spectrometry (GC - MS), and
evaluation of its sensory quality and profile, by a panel formed by 11 assessors
previously trained and validated. Tara pods extract contained 617,84 mg tannic
acid equivalents (EAT) for g (w.b.) determined by Folin Ciocalteu method, and
antioxidant capacity ECso of 1,72 mg/mL extract, obtained by 2,2-diphenyl-I-
picrylhydrazyl method (DPPH). Acrylamide and furan levels in hallulla bread,
baked at 200 °C for 20 minutes, were 82,62 + 4,87 and 1,94 + 0,01 mg/kg,
respectively. Tara pods extract significantly reduced (p <0.05) in >97,12%
acrylamide and 44,66% furan levels in hallulla bread with the addition of 1500
and 2000 mg/kg extract, respectively; without significantly affecting (p> 0.05) its
sensory quality and profile, except for the generation of a grayish violet color in
the bread dough, depending on the quantity of extract added. Therefore, tara
pods extract could not only effectively mitigate the formation of acrylamide and
furan, but also maintain sensory quality in hallulla bread and most of its sensory

attributes.

Xii



1. INTRODUCCION

El procesamiento de alimentos por altas temperaturas es un meétodo de
conservacion que, ademas de garantizar la inocuidad microbiol6gica, permite el
desarrollo del aroma, sabor y color caracteristicos de los productos procesados
térmicamente. Sin embargo, también se generan contaminantes con
potenciales efectos nocivos para la salud, entre ellos, la acrilamida y el furano,
principalmente como subproductos de la reaccion de Maillard en alimentos
amilaceos (Crew & Castle, 2007; Halford et al., 2012; Mariotti et al., 2013a; Xu
et al., 2014).

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) ha clasificado
la acrilamida como carcinégeno del Grupo 2A, y al furano, como un posible
carcinégeno para los humanos (Grupo 2B) (Crew & Castle, 2007; Pedreschi et
al., 2014; Mariotti et al., 2013a; Xu et al., 2014). Ambos contaminantes se han
detectado en diferentes niveles en una amplia variedad de alimentos, muchos
de los cuales son de consumo habitual como el pan, alimentos fritos y el café
(Constantinou & Koutsidis, 2016; Crew & Castle, 2007; Mariotti et al., 2013a; Ou
et al., 2010; Xu et al., 2014). El pan, es una de las principales fuentes de
exposicion dietaria a estos contaminantes (Xu et al., 2014). Por otro lado, Chile
es el segundo consumidor per capita de pan a nivel mundial, siendo el pan tipo
hallulla y marraqueta los mas demandados (Fundacion Chile, 2010; ODEPA,
2014; USDA, 2013).

Se han desarrollado una amplia gama de tecnologias para la mitigacion de
estos contaminantes en alimentos; sin embargo, han afectado sus propiedades
sensoriales (Anese & Suman, 2013; Crew & Castle, 2007). Por lo que, el
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la adicion de un extracto
de polifenoles obtenidos de vainas de tara (Caesalpinia spinosa), como una
tecnologia de mitigacion de la formacion de acrilamida y furano en pan tipo

hallulla, sin afectar negativamente su calidad y perfil sensorial.



2. MARCO TEORICO
2.1 Productos horneados: Pan.

Segun el Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA) en su Articulo 356, pan
sin otra denominacién, se entiende como el producto de la coccién de la masa
resultante de una mezcla de harina de trigo, levadura de panificacién, agua
potable y sal comestible, con o sin adicion de mejoradores de panificacion y/o
enriquecedores, tales como: leche, azlcares, materias grasas u otros
autorizados por dicho Reglamento. De los tipos de pan, la hallulla, definido por
la Real Academia Espafiola (2014), es un “pan que se cuece en rescoldo o en
ladrillos o piedras calientes”, mencionando también que es un pan de forma
circular de masa relativamente delgada, mientras que la marraqueta es un
“conjunto de panes pequefios que se cuecen en una sola pieza y que pueden

separarse con facilidad”.

En el mercado de los alimentos procesados en Chile, el que alcanza un
volumen de ventas cercano a los US$11 billones anuales; las categorias de
panaderia y productos horneados, representaron el 36% de las ventas totales
de alimentos procesados durante el afio 2012 (Anexo 1) (Fundacion Chile,
2013; USDA, 2013). Respecto del consumo de pan, Chile lidera el consumo per
capita en Latinoamérica con alrededor de 98 kilogramos anuales, y es el
segundo mayor consumidor de pan en el mundo, después de Alemania con 106
kilogramos per capita. Del pan total comercializado, la hallulla y la marraqueta
concentran el 88% de los ingresos por venta (Fundacion Chile, 2010), siendo
este Ultimo el mas demandado (ODEPA, 2014). Ademas, casi el 59% de la
poblaciébn consume pan al menos 3 veces por semana, formando parte
importante de la dieta de los chilenos, principalmente en aquellos sectores de
menores ingresos (ODEPA, 2014), e implica un gasto cercano al 3% del ingreso

familiar, en comparacion al 1% en los paises desarrollados (USDA, 2013).



2.2 Neo — contaminantes.

La acrilamida (2-propenamida, CAS No. 79-06-01) es un soélido cristalino
incoloro e inodoro. Es un importante producto quimico industrial, que ha sido
ampliamente utilizado como agente de floculacién en el tratamiento del agua,
como ingrediente en varias formulaciones cosméticas y como reactivo quimico
en la investigacion de biologia molecular (Pedreschi et al., 2014; Xu et al.,
2014). La acrilamida se detectd por primera vez en alimentos en el afio 2002,
desde entonces, se han llevado a cabo una serie de estudios sobre su analisis,
ocurrencia, formacion, toxicidad, evaluacion y mitigacion de riesgos (Xu et al.,
2014).

El furano (C4H40) es un compuesto organico de bajo peso molecular (68 g/mol);
es un éter ciclico con caracter aromatico, con alta volatilidad (punto de
ebullicion: 31 °C) vy lipdfilo, utilizado en diversas industrias quimicas (Crew &
Castle, 2007; Mariotti et al., 2013a). En 1979 se publicaron los primeros
informes indicando la presencia de furano en una serie de alimentos, con los
niveles mas altos en el café; pero es en los afios noventa cuando causa real
preocupacion al ser considerado como un posible carcinbgeno para los
humanos (2B) por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(IARC) (Crew & Castle, 2007; Mariotti et al., 2013a).

2.3 Exposiciéon de neo — contaminantes en la dieta.

La acrilamida no se encuentra en alimentos crudos ni cocidos, ya que su
formacién ocurre durante el procesamiento a altas temperaturas, tales como
freir, asar y hornear alimentos ricos en carbohidratos, puesto que es un
subproducto de la reaccion de Maillard, ocurrida entre los azUcares reductores y
el aminoacido asparagina, en condiciones de baja humedad (Halford et al.,
2012; Xu et al., 2014).



En abril de 2002, la Administracion Nacional Sueca de Alimentos y la
Universidad de Estocolmo informaron la presencia de acrilamida en muchos
alimentos de consumo habitual, tales como pan, alimentos fritos y café,
representado un problema para la salud publica (Constantinou & Koutsidis,
2016; Ou et al, 2010; Xu et al, 2014). Se ha determinado que
aproximadamente el 40% de todos los alimentos contienen acrilamida,
existiendo una amplia variacion en los niveles presentes (Anexo 2) (Pedreschi
et al, 2014). Sin embargo, la cantidad de ingesta en la dieta esta influenciada
por el nivel de acrilamida y la cantidad en que se consume el alimento, por lo
gue aquellos con menores contenidos de acrilamida pueden ser una importante
fuente por ser de consumo frecuente o consumidos en alta cantidad en nuestra
dieta diaria (Halford et al., 2012; Xu et al., 2014). En Estados Unidos, la mayoria
de la acrilamida en la dieta proviene de papas fritas, pan, cereales, bizcochos,
galletas, pasteles fritos y otros aperitivos salados (Xu et al., 2014). En los
paises europeos, mas de la mitad de la exposicion dietaria proviene del
consumo de pan, tostadas, café y papas fritas (Xu et al., 2014). La ingesta
media ajustada de acrilamida en toda Europa vari6 de 13 a 47 pg/dia en
hombres y de 12 a 39 ug/dia en mujeres (Pedreschi et al., 2014). En 2002, un
panel de la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estimé que el
publico en general se ha expuesto a 0,3-0,8 pg/kg por dia a través de la ingesta
de alimentos, siendo la exposicion de los nifios 2-3 veces mayor que la de los
adultos en cuanto a la cantidad consumida por kilogramo de peso corporal
(Anexo 3). Segun estimaciones preliminares de la Administracion de Drogas y
Alimentos (FDA) de los Estados Unidos, la exposicion dietaria a acrilamida es
de 0,43 y 1,06 pg/kg de peso corporal por dia para adultos y nifos,

respectivamente (Xu et al., 2014).

La presencia de furano es comun en alimentos procesados a altas temperaturas

(0 — 6000 pg/kg), sobre todo en productos envasados herméticamente, como
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los alimentos para bebés. Debido a su bajo punto de ebullicion, el furano
formado durante los procesos térmicos se vaporiza facilmente y ocupa el
espacio de cabeza de los alimentos enlatados. Pese a su alta volatilidad,
también se ha encontrado en alimentos de baja humedad cocinados en
recipientes cerrados, como papas fritas, galletas saladas, pan crujiente y pan
tostado (Crew & Castle, 2007; Mariotti et al., 2013a).

Desde el afio 2004, tanto la FDA como la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) han monitoreado continuamente los niveles de furano en
una amplia gama de alimentos. Los alimentos se han dividido en cuatro
categorias segun su contenido de furano: el café instantaneo y tostado,
alimentos envasados en recipientes sellados (alimento para bebes, alimentos
enlatados, jugos de frutas y mermeladas), alimentos amildceos de baja
humedad (cereales para el desayuno, pan, galletas y snacks) y otros (cerveza,
sopas, salsa de soya y productos lacteos) (Anexo 4). La presencia de furano
varia desde niveles no detectables hasta aproximadamente 6000 ug/kg en una
amplia variedad de alimentos, siendo los granos tostados de café los que han
alcanzado mayores concentraciones de furano (hasta 6407 pg/kg). Segun
estimacion realizada por la EFSA (2004), la exposicion dietaria a furano es de
33,5 uyg/dia para adultos (15-75 afios) y 1,1 pg/dia en nifios (4-6 afos); la que
se debe principalmente al consumo de café (95%) y de cereales para el
desayuno, respectivamente. Para una mejor estimacion, la EFSA (2011) ha
informado la exposicién dietaria considerando el peso medio de cada sector de
edad, siendo de 0,29 — 1,17 y 0,27 — 1,1 ug/kg de peso corporal por dia para
adultos e infantes (3 — 12 meses) de la Union Europea, respectivamente (Anexo
5) (Anese & Suman, 2013; Crew & Castle, 2007; Mariotti et al., 2013a).

2.4 Toxicologia y peligro potencial.

La acrilamida ha sido reconocida como una posible causante de diversos

efectos tdxicos para los seres humanos y animales, incluyendo genotoxicidad y
5



carcinogenicidad; debido a esto, fue clasificada como un carcindgeno del Grupo
2A por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) en
1994, y como un carcindgeno categoria 2 y mutageno categoria 2 por la Union
Europea (2002). Ademas, fue puesto en la lista de sustancias “extremadamente
preocupantes” por la Agencia Europea de Productos Quimicos en 2010. Pese a
esto, la relacién de la acrilamida procedente de la dieta y el cancer humano aun
es objeto de debate (Marconi et al, 2010; Pedreschi et al., 2014; Xu et al.,
2014).

Bioensayos positivos de carcinogenicidad en animales de experimentacion han
establecido que la acrilamida es un carcindgeno multiorganico en ratas, al igual
gue su metabolito oxidado, la glicidamida. Sin embargo, desde el punto de vista
epidemioldgico, no hay ninguna relacién convincente entre el desarrollo de
cancer con su exposicion. En cuanto a su neurotoxicidad, se ha comprobado
que es neurotdxico en los seres humanos debido a mdltiples exposiciones,
produciendo sintomas cada vez mas severos a mayor exposicion, incluyendo
disfuncion cerebelosa, seguida de neuropatia. Sin embargo, los niveles de
exposicion estimados a partir de fuentes alimentarias no estan asociados con
efectos neurotdxicos en los seres humanos; pero son necesarios mas estudios
de exposiciones crénicas de bajo nivel de acrilamida para determinar sus
efectos acumulativos sobre el sistema nervioso. Ademés, en animales de
laboratorio se ha reportado toxicidad reproductiva y de desarrollo; sin embargo,

no hay informacion de estos efectos en seres humanos (Xu et al., 2014).

Por otro lado, el furano, ha sido clasificado como "posiblemente cancerigeno
para los seres humanos” (Grupo 2B) por la Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer (1995). En el afio 2004, la EFSA publico una
evaluacion de riesgo de toxicidad de furano, concluyendo que este es
claramente cancerigeno en ratas y ratones, lo que se debe probablemente, a un

mecanismo genotoxico; por lo que los niveles actuales de exposicion humana a
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este contaminante podrian indicar un riesgo para la salud (Anese & Suman,
2013; Crew & Castle, 2007; Mariotti et al., 2013a).

El efecto toxicologico critico del furano es su carcinogenicidad, siendo el higado
el principal 6rgano diana de la toxicidad producida por furano en ratas y ratones
(Mariotti et al., 2013a). Pruebas realizadas en el marco del Programa de
Toxicologia Nacional de Estados Unidos (NTP), ha demostrado un aumento
dependiente de la dosis de furano en adenomas hepatocelulares y carcinomas
en ambos sexos de ratas y ratones. Si bien varios estudios confirman la
toxicidad del furano, los mecanismos de induccion de tumores en animales de
laboratorios no se han dilucidado, y aun no hay informes sobre estudios
epidemiologicos que muestren posibles asociaciones entre la exposicion a
furano y el cancer humano (Anese & Suman, 2013; Crew & Castle, 2007,
Mariotti et al., 2013a).

2.5 Mecanismos de formacién de neo — contaminantes.

Actualmente, se han descrito al menos una via principal y una via menor para la
formacion de acrilamida en alimentos. La via mas importante se conoce como la
ruta asparagina a través de la reaccion de Maillard, en la que el aminoacido
asparagina se convierte en acrilamida por descarboxilacion térmica vy
desaminacion, para lo cual es necesaria la presencia de un compuesto
carboxilico, como un azlcar reductor. La reaccion entre la asparagina y un
azucar reductor produce N-glucosilasparagina, que conduce directamente a
acrilamida y una imina después de la descomposicion. Ademas,
descarboxilasas presentes en las materias primas podrian generar la amina
biogénica 3-aminopropionamida (3-APA) a partir de asparagina, qgue desamina
térmicamente a acrilamida; proceso que continda sin implicar la reduccion de
los hidratos de carbono. Las principales etapas y compuestos intermediarios de
la principal via de formacién de acrilamida se muestran en la Fig. 1A (Xu et al.,
2014).
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Figura 1: Vias de formacion de acrilamida en alimentos. (A) Via principal de
formacion de acrilamida. (B) Via menor de formacion de acrilamida (Xu et al.,
2014).

Segun varios estudios, la formaciéon de acrilamida a través de la reaccion de
Maillard no es la Unica via que ocurre en los alimentos, sino que también existe
una via menor a través de compuestos de tres unidades de carbono, el acido
acrilico, producido a partir de lipidos a temperaturas elevadas. Ademas, la
acrilamida se puede formar a partir de acroleina, producida por reconfiguracion
en condiciones adecuadas de pequefias moléculas como acetaldehidos o

formaldehidos, producidos de monosacaridos calentados. Vias del metabolismo
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de proteinas y descarboxilacion de acidos organicos (acido lactico, acido citrico,
acido malico) también pueden formar acroleina y acido acrilico, y por
consiguiente, acrilamida. Sin embargo, la cantidad de acrilamida formada por
esas vias podria ser marginal, ya que los compuestos carbonilos como los
azucares reductores, son mas activos con la asparagina. Los pasos importantes
y productos intermedios de la ruta de menor formacion de acrilamida se
muestran en la Fig. 1B (Xu et al., 2014).

Respecto al furano y sus derivados, diversos estudios han demostrado que
existen varias vias de formacién en alimentos, las que podrian ocurrir mediante
degradacion térmica/reaccion de Maillard de azlcares reductores, con
presencia o0 ausencia de aminoacidos; degradacion térmica de ciertos
aminoacidos, oxidacion térmica de &cido ascoérbico, acidos grasos
poliinsaturados y por oxidacion térmica de carotenoides (Anese & Suman, 2013;
Crew & Castle, 2007; Mariotti et al., 2013a). Sin embargo, aun no hay
resultados concluyentes respecto al principal mecanismo y precursores de la
formacion de furano en diferentes tipos de alimentos procesados a altas
temperaturas, puesto que la mayoria de los estudios se realizan bajo sistemas
modelo (Crew & Castle, 2007). Se ha demostrado que algunos factores, tales
como la temperatura de calentamiento, el pH y contenido de humedad tienen un
efecto considerable en la generacion de furano, ya que la mayoria de los
posibles mecanismos dependen de ellos. En la Fig. 2 se resumen las vias

generales que conducen a la formacion de furano (Mariotti et al., 2013a).

Los azucares reductores bajo la reaccién de Maillard, en presencia o0 ausencia
de aminoacidos, generan furano, para lo cual se han sugerido dos vias
principales; la degradacion de azucar manteniendo el esqueleto de carbono
intacto, y la recombinacién de algunos fragmentos que pueden originarse de
azucares y aminoacidos especificos (Mariotti et al., 2013a). Por otro lado, el

acido ascorbico ha sido propuesto como uno de los principales precursores de
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furano, en condiciones no — oxidativas, ya que en condiciones oxidativas,
mediante el &cido dehidroascorbico, su formacion sélo podria ocurrir a bajos
niveles, es mas, su calentamiento en ausencia de agua puede generar un
hemicetal ciclico que previene la formacion de furano (Crew & Castle, 2007;
Mariotti et al., 2013a). Ademas, se ha detectado la formacién de furano durante
la oxidacion de lipidos poliinsaturados, por lo que se ha sugerido su formacién
debido al mecanismo de auto-oxidacion de radicales libres, aumentando el
rendimiento a mayor grado de instauracion (Crew & Castle, 2007; Mariotti et al.,
2013a).

AMINOACIDOS

T
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- HO — » HO
i .
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H;0 / !
wo ()

— Furano
Oxidacion Ho
ACIDOS GRASOS de lipidos MOH —_—
POLIINSATURADOS - = a o
4-Hidroxi-2-butanal 2,5-Dihidro-2-furanol

Figura 2: Diferentes vias de formacion de furano (Mariotti et al., 2013a).
2.6 Tecnologias de mitigacion de neo — contaminantes.

Debido a que los neo — contaminantes, en parte, son productos de la reaccion
de Maillard, la que es esencial para el color, sabor, aroma y textura de los

alimentos, se busca su reduccién pero manteniendo la calidad del producto (Xu
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et al., 2014). Se han desarrollado una amplia gama de tecnologias para su
mitigacion en los alimentos procesados térmicamente, basados en los cambios
de los parametros de los procesos o mediante la reduccion de los niveles de los
precursores en las materias primas (Anese & Suman, 2013; Crew & Castle,
2007; Mariotti et al., 2013a). Para esto ultimo, en el caso del furano, es
necesaria mayor informacién del comportamiento durante el procesamiento de
alimentos reales, ademas, tiene una amplia variedad de precursores (Anese &
Suman, 2013; Crew & Castle, 2007). Por esto, investigaciones actuales no han
tenido éxito en la identificacion de soluciones préacticas y eficaces para la
disminucién del contenido de furano en alimentos procesados (Anese & Suman,
2013; Mariotti et al., 2013a). Sin embargo, una medida de mitigacion podria ser
mediante su volatilidad, para esto, la EFSA ha evaluado el efecto de la
manipulacion y el recalentamiento de alimentos como el café, comida para
bebés, pan y sopas, logrando su reduccion por simple calentamiento y agitacion

en un recipiente abierto (Mariotti et al., 2013a).

En cambio, se han sugerido diversas formas eficaces para la reducciéon de la
acrilamida en los alimentos; sin embargo, el uso de tecnologias combinadas
seria el enfoque mas eficaz, ya que la calidad organoléptica de los alimentos no
se veria afectada (Constantinou & Koutsidis, 2016; Pedreschi et al., 2014). Una
forma de mitigacion es mediante la reduccion de sus precursores, la asparagina
y azucares reductores. Esto se puede realizar mediante modificacion genética
de las materias primas, mediante pre tratamientos con asparaginasa 0 por
conversion de asparagina en acido aspartico (Halford et al., 2012; Pedreschi et
al., 2014; Xu et al., 2014). En productos a base de cereales, sustituyendo la
fructosa por sacarosa, ademas, la fermentacion disminuye la ocurrencia del
precursor aspargina. En papas fritas, por reduccion del contenido de azucar de
las materias primas mediante escaldado a baja temperatura y largo periodo de

tiempo (70 °C, 15 min) previo al procesamiento térmico (Pedreschi et al., 2014).
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La formacion de acrilamida en los alimentos puede estar influenciada por varios
factores durante el procesamiento, por lo que se ha logrado su mitigacion con la
disminucién de la temperatura o tiempo de fritura de papas en condiciones de
vacio (hasta en un 90%) (Halford et al., 2012; Pedreschi et al., 2014; Xu et al.,
2014); al disminuir el contenido inicial de agua en alimentos ricos en grasas, ya
que la humedad del producto afecta la reaccion de Maillard al controlar la
movilidad de los reactivos (Halford et al., 2012; Xu et al.,, 2014); con la
disminucién del pH por inmersion de los productos alimenticios en soluciones
de &cidos organicos (acido acético o &cido citrico) debido a la protonacion del
grupo NH, de la asparagina a su forma no reactiva, NHs"; o por adicion de
aminoacidos distintos a asparagina (glutamina, alanina, lisina, glicina o
cisteina), probablemente por la promocion de reacciones competitivas y/o por la
union covalente a la acrilamida formada (Halford et al., 2012; Pedreschi et al.,
2014; Xu et al., 2014).

Por otro lado, la adicion de antioxidantes podria disminuir significativamente el
contenido de acrilamida mediante su capacidad para reaccionar con
precursores, con intermediarios de la reaccion o con la propia acrilamida
(Constantinou & Koutsidis, 2016; Xu et al.,, 2014). Sin embargo, diversos
estudios han indicado que el uso de antioxidantes fendlicos puros o extractos
antioxidantes tendrian un efecto ambiguo (Constantinou & Koutsidis, 2016), ya
que se ha informado su mitigacion por adicién de antioxidantes presentes en
hojas de bambul, compuestos fendlicos del aceite de oliva virgen, acidos
ferulico, protocatéquico, cafeico y galico en papas fritas, extracto de romero en
bollos de trigo y también por adicion de extracto de té verde en pan crujiente.
En cambio, la adicion de extractos de arandano no causé ningun efecto en
papas fritas, e incluso se ha estimulado la formacion de acrilamida con la
adicién de antioxidantes fendlicos de orégano y extractos de aceite de oliva
virgen en papas fritas. Por lo tanto, el efecto de los antioxidantes esta

determinado por su naturaleza, concentracion y capacidad antioxidante, asi
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como la matriz de reaccion y los pardmetros experimentales, logrando reducir o
promover la formacion de acrilamida (Constantinou & Koutsidis, 2016; Liu et al.,
2015).

2.7 Antecedentes de la tara: Fuente natural de antioxidantes.

La tara (Caesalpinia spinosa) es un arbol leguminoso perteneciente a la familia
Caesalpiniaceae (Dostert et al, 2009). Es una especie nativa de América del Sur
y se distribuye entre los 4° y 32° latitud Sur, abarcando diversas zonas aridas
desde Venezuela, Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia, hasta la zona centro —
norte de Chile. Sus frutos son vainas rojas, amarillas o péalidas de 8-10 cm de
longitud, que contienen de 4 a 7 semillas redondeadas de color pardo negruzco
cuando estan maduras (Chambi et al, 2013; de la Cruz et al, 2004). En la Figura

3, se presentan fotografias del arbol, fruto verde, fruto maduro y semillas

maduras de tara.

Figura 3: Arbol (a), fruto verde (b), fruto maduro (c) y semillas maduras (d) de

Caesalpinia spinosa.

Las vainas de tara (sin semillas) representan aproximadamente el 65% del peso
del fruto y es la que posee la mayor concentracion de taninos, entre un 40 y
60% (Aouf et al, 2014; de la Cruz et al, 2004). Estos taninos, tienen propiedades
astringentes y capacidad de clarificar, por lo que son usados en las industrias

de alimentos y bebidas como del vino, té, café, cacao, entre otros; y
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ampliamente en la industria de la curtiduria (Aouf et al, 2014). Ademas, por
hidrélisis alcalina de las vainas se obtiene casi un 25% de acido gélico, el que
es utilizado en la industria farmacéutica (Aouf et al, 2014; Melo, 2013). Los
taninos también poseen una amplia gama de actividades bioldgicas, entre ellas
como antioxidante, antibacteriano, antiviral, antianalgésico, etc. (Aouf et al,
2014; de la Cruz et at, 2007). Estos, son taninos hidrolizables, los que son
considerados como los mas potentes antioxidantes de origen vegetal, ya que
pueden neutralizar radicales libres, evitando el dafio oxidativo de membranas
celulares y de ADN; ademas evitan su generacion al ser capaces de complejar
metales reactivos (Chambi et al, 2013).

Las vainas de tara poseen taninos hidrolizables simples; galotaninos, cuyos
principales componentes se basan en una estructura géalica de acido quinico
(presentada en la Figura 4), encontrandose una serie de oligomeros de &cido
poligalico unidos por un enlace éster a un grupo hidroxilo del acido quinico. Su
hidrolisis completa produce acido quinico y acidos galicos (Chambi et al, 2013;
Aouf et al, 2014). Ademas, se han encontrado otras cadenas poligalicas
vinculadas a una o dos unidades repetidas tales como acido cafeico y acido
quinico metilado, gélico metilado y cafeico metilado; encontradas en muy
pequefias cantidades (Aouf et al, 2014).

HO COOH
Os_OH
@\ HO COOH
Enlace depsidico _
/ HO OH  HO" "“oH
. OH . OH
Acido gélico Acido quinico (Q)
OH
o)
7 N—on
OH
n'=4,2; 3.
Grupo galoilo

Figura 4: Estructura quimica supuesta de taninos de tara (Aouf et al., 2014).
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Por lo tanto, las vainas de tara se presentan como una fuente natural de
antioxidantes, cuyo uso como aditivo podria tener un efecto positivo en la
mitigacion de neo — contaminantes, como la acrilamida y el furano, durante el
procesamiento a altas temperaturas de alimentos ricos en almidén, tales como
el pan, el que al ser consumido en alta cantidad y frecuentemente, es
considerado una importante fuente de exposicion dietaria de neo -
contaminantes, pudiendo representar un problema para la salud publica. Sin
embargo, es fundamental que el uso de tecnologias de mitigacidbn no afecte
negativamente las propiedades organolépticas del producto, manteniendo sus
perfiles y calidad sensorial; especialmente en productos tan importantes en la

dieta, como es el caso del pan, sobre todo para la poblacion chilena.
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3. HIPOTESIS

Es posible mitigar la formacion de acrilamida y furano en pan tipo hallulla

mediante la adiciobn de un extracto fendlico de vainas de tara (Caesalpinia

spinosa), sin afectar negativamente sus propiedades sensoriales.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de un extracto de vainas de tara (Caesalpinia spinosa) sobre

la formacion de acrilamida y furano en pan tipo hallulla, sin afectar

negativamente su calidad y perfil sensorial.

4.2 Objetivos Especificos

1.
2.

Caracterizar quimicamente vainas de tara (Caesalpinia spinosa).

Obtener y caracterizar quimicamente un extracto de vainas de tara
(Caesalpinia spinosa).

Determinar el efecto de la adicibn de compuestos fendlicos de un extracto
de tara (Caesalpinia spinosa) en la formacion de acrilamida y furano en pan
tipo hallulla.

Seleccionar, entrenar y validar un panel sensorial para la determinacion de
calidad y perfil sensorial de pan tipo hallulla.

Determinar mediante un panel sensorial, el efecto de la adicion de
compuestos fendlicos de un extracto de tara (Caesalpinia spinosa) en la

calidad y perfil sensorial del pan tipo hallulla.
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5. MATERIALES Y EQUIPOS
5.1 Materiales.
5.1.1 Materias primas.

- Vainas de tara.

- Harina sin polvos de hornear, marca Selecta.

- Manteca panadera emulsionada combinada, marca Crucina.
- Salfina, marca Lobos.

- Levadura seca instantanea, marca Lefersa.

- Leche en polvo semidescremada instantanea, marca Calo.

- Azucar blanca granulada, marca lansa
5.1.2 Reactivos quimicos.

- Acetonitrilo calidad para cromatografia liquida, Merck.
- Acido gélico 97,5 — 105,5%, Sigma — Aldrich.
- Acido tanico ACS, Sigma — Adrich.
- Acrilamida 99.9% calidad especial para electroforesis para biologia
molecular, Merck.
- Acrilamida d-3, Sigma — Aldrich.
- Agua ultrapura (Milli Q).
- Carbonato de sodio anhidro p.a., Merck.
- Cloruro de sodio, Merck.
- DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, Sigma — Aldrich.
- Furano D4, Dr. Ehrenstorfer GmbH.
- Furano Dr. Ehrenstorfer GmbH
- Metanol grado analitico, Merck.
- n-Hexano calidad para cromatografia liquida, Merck.
- Reactivo de fenol Folin — Ciocalteu, Merck.
- Trolox, Merck.
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5.1.3 Insumos.

Catridge LiCholut RP- 18 (40-63 um) 500 mg 3 mL Standard Merck.

Filtros de jeringa 0.2 um, Merck

Jeringas de plastico desechable de 3 mL con aguja, NIPRO

Material de vidrio (balon esmerilado, matraz aforado, tubos de ensayo,
matraz Erlenmeyer, pipetas, vasos precipitados)

Molde de acero inoxidable de 7 centimetros de diametro

Viales 2y 5 mL.

5.2 Equipos e instrumentos.

Agitador magnético con placa calefactora ARE, VELP Scientifica.
Agitador Reax top, Heidolph.

Balanza analitica GR-200, A&D Company.

Balanza granataria NX4100, AND.

Bafio termorregulado con agitador BS-21, Jeio Tech.

Batidora eléctrica 5K45SS, KitchenAid.

Centrifuga MIKRO 220R, Hettich.

Columna Agilent DB-FFAP 122-3232 de 30 m x 0.25 mm ID, 25 micras.
Columna Agilent HP-Plot Q, 15 m, 0,32 mm ID, 20 micras.

Columna LiChroCART® 250-4 Purospher® STAR NH, (5 um), Merck.
Equipo Agilent 7890A GC System con Agilent 597C XL EI/CI MSD
Espectrofotometro UV-1601, Rayleigh.

Estufa de aire forzado FD-115, Binder.

Fermentador 83 LI, Cooking Technology.

Horno eléctrico por conveccion 43 DX UMI, Garbino.

Laminadora eléctrica 1001, Malta.

Maquina moledora Mixer HR1362/06 600W, Philips.
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Micropipetas Biohit.

Refrigerador FTC 90E, VELP Scientifica.

Rotavapor Hei-VAP Advantage, Heidolph.

Sistema de Cromatografia Liquida HPLC DIONEX modelo ULTIMATE
3000 con Bomba Gradiente Cuaternaria LPG-3400SD, Autosampler con
compartimiento para columna ACC-3000, detector de arreglo de diodos
modelo DAD-3000 y detector de indice de refraccion modelo
RefractoMax 521, Thermo Fischer Scientific.

Sistema de vacio wr 2c¢ nt + ak + ek, Vacuubrand.

Tamices de ensayo estandar U.S.A., W.S. Tyler

Ultrasonido 970493-966, VWR.
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6. METODOLOGIA
6.1 Caracterizacion quimica de vainas de tara (Caesalpinia spinosa).
6.1.1 Materia prima.

Se utilizaron vainas de tara (Caesalpinia spinosa) cosechadas en marzo de
2015 del Parque Urbano Natural de La Ligua, proporcionadas por la Sra. Danila
Lazo de la Corporacion Nacional Forestal (CONAF) de la comuna de La Ligua,

Region de Valparaiso, Chile.
6.1.2 Obtencion del polvo de tara.

Las vainas de tara se recibieron secas y se les realiz6 un proceso previo a la
obtencion del polvo (Fernandez, 2008), que consistido en una limpieza manual
de impurezas presentes, una preclasificacion separando las vainas sanas de las
defectuosas (presencia de hongos, quemadas, picadas, etc.), separacién de
vainas de coloracion roja y amarilla, caracterizacion morfoldgica (largo y ancho)
de una muestra de 50 vainas sanas, separacion manual de las semillas
contenidas en el interior por rompimiento de las vainas, molienda de las vainas
mediante una maquina moledora Mixer hasta la obtencion de un polvo fino,
tamizado para la obtencion de particulas de tamafio menor o igual a 0,65 mm 'y
finalmente, el polvo de vainas de tara se almacend en bolsas de polietileno

selladas, a temperatura ambiente, en lugar seco y sin luz.

En la Figura 5, se presentan fotografias de vainas enteras, vainas sin semillas y

polvo tamizado de vainas de tara, clasificadas por color.
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Figura 5: Imagenes de vainas sanas (a), vainas sin semillas (b) y polvo de

vainas de tara (c), clasificadas por color rojo (') y amarillo ().
6.1.3 Caracterizacién quimica del polvo de tara.

Los polvos de vainas rojas y de vainas amarillas de tara, se caracterizaron

guimicamente mediante los siguientes analisis:

A. Analisis quimico proximal: Contenido de humedad segun NCh 841 Of. 78,
materia grasa total (extracto etéreo), proteinas (método Kjeldhal), cenizas y
contenido de fibra cruda segun Manual de Métodos de Andlisis Fisico —
Quimico de Alimentos, Aguas y Suelos del Instituto de Salud Publica (ISP,
1998); realizados por el Laboratorio de Alimentos de DICTUC S.A.

B. Contenido de azlcares reductores se realizd segun el método descrito por
Varela et al. (2003), con algunas modificaciones. Se extrajeron los azucares
con agua ultrapura (Milli Q) a 40 °C con agitacién suave por 30 minutos. Las
muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante fue filtrado para obtener
300 pL de extracto filtrado, a los que se les afiadi6 700 pyL de acetonitrilo,
para su analisis en equipo HPLC con detector IR. Los resultados se

expresaron como g de glucosa y fructosa por 100 g de materia prima (b.h.).
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C. Contenido de polifenoles totales: Se determind por medio del método Folin
Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965), previa extraccion triple a 60 °C por 35
minutos, en relacién 1:60 (p/v) con agua como solvente, segun el método
descrito por Bravo (2010), con algunas modificaciones (Anexo 6). Los
resultados se expresaron como mg equivalentes de &cido tanico (EAT) y
acido gélico (EAG) por gramo de materia prima (b.h.).

D. Capacidad antioxidante: Se determind por el método radical 2,2-difenil-I-
picrilhidrazil (DPPH) (Brand et al., 1995), previa extraccion triple a 60 °C por
35 minutos, en relacién 1:60 (p/v) con agua como solvente, segun el método
descrito por Bravo (2010), con algunas modificaciones (Anexo 6). Los
resultados fueron expresados como ECsy 0 Concentracion Eficiente (ug
extracto por mL que decolora el 50% de la solucion metandlica de DPPH),

mediante la construccion de una curva de cinética para cada muestra.

6.2 Obtencion y caracterizacion quimica de un extracto de tara
(Caesalpinia spinosa).

6.2.1 Extraccion polifenoles.

Segun los resultados anteriores, se seleccionaron las vainas rojas para la
obtencién de un extracto de tara, segun el método descrito por Bravo (2010),
con algunas modificaciones (Anexo 7). El polvo de vaina se someti6 a una
extracciéon 1:10, 1:30 y 1:60 (p/v) con agua como solvente, a 60 °C con
agitacion constante por 35 min. Luego de una centrifugacién y obtencion del
sobrenadante, los tres extractos liquidos obtenidos se secaron a 40 °C y 100
mbar. El extracto 1:60 (p/v), ademas fue secado a 60 °C (100 mbar) y mediante
liofilizacién (previa concentracion a 40 °C y 100 mbar, hasta el 20% de su

volumen).

En la Tabla 1, se presentan las condiciones experimentales para la obtencion

de los 5 extractos de vaina de tara.
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Tabla 1: Condiciones experimentales para la obtencion de los 5 extractos de

vainas de tara.

. Rglamon Método de Secado
materia prima — solvente
Extracto 1 1:10 40 °C y 100 mbar
Extracto 2 1:30 40 °C y 100 mbar
Extracto 3 1:60 40 °C y 100 mbar
Extracto 4 1:60 60 °C y 100 mbar
Extracto 5 1:60 Concentracion a 40 °C (100

mbar) vy liofilizacion

6.2.2 Seleccidén del extracto.

Se selecciond la relacién materia prima — solvente y el método de secado para
la obtencion del extracto final, segun el contenido de polifenoles totales
determinado por el método Folin Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965), y la
capacidad antioxidante determinada por método radicar DPPH (Brand et al.,

1995), respectivamente.
6.2.3 Caracterizacién guimica.

El extracto final seleccionado, se caracterizO quimicamente mediante los

siguientes analisis (en triplicado):

A. Contenido de humedad se determin6 segun la NCh 841 Of. 78.

B. Contenido de azUcares reductores se realiz6 segun el método descrito por
Varela et al. (2003), con algunas modificaciones. El extracto se disolvié en
agua ultrapura (Milli Q), en relacién 1:30 p/v, y se pasoé por un filtro de 0,2
pgm. Se afadié 700 yL de acetonitrilo a 300 pL de filtrado, para su analisis en
equipo HPLC con detector IR. Los resultados se expresaron como g de
glucosa y fructosa por 100 g de extracto.

C. Contenido de polifenoles totales: Se determindé por medio del método Folin

Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965). Los resultados se expresaron como mg
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equivalentes de acido tanico (EAT) y de acido galico (EAG) por gramo de
extracto (b.h.).

D. Capacidad antioxidante: Se determindé por el método radical 2,2-difenil-I-
picrilhidrazil (DPPH), de acuerdo a Brand et al. (1995). Los resultados se
expresaron como ECsy 0 Concentracion Eficiente (ug extracto por mL que
decolora el 50% de la solucibn metandlica de DPPH) mediante la
construccion de una curva de cinética para cada muestra.

E. Caracterizacion de la fraccion fendlica: Perfiles fendlicos fueron
determinados por el Laboratorio de Biotecnologia de UNALM (Lima, Peru)
mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con Arreglo de
Fotodiodo (HPLC — PAD), de acuerdo con el procedimiento descrito por
Chirinos et al. (2008) en que los compuestos fendlicos se identifican y
cuantifican mediante la comparacién de su tiempo de retencién y datos

espectrales UV visible con estandares inyectados previamente conocidos.
6.3 Elaboracion de pan tipo hallulla.

Se realiz6 de acuerdo a la férmula optimizada en el estudio de Plaza (2015) con
algunas modificaciones. La formulacion utilizada se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2: Formulacién de pan tipo hallulla. Modificado de Plaza (2015).

Ingredientes Cantidad (g)
Harina 100
Agua tibia (30 °C) 50
Manteca 5
Sal 2
Levadura instantanea 2
Leche en polvo semidescremada 0,6
AzUcar 0,5

Para la elaboracién del pan tipo hallulla (Anexo 8) se elaboraron lotes en base a

500 g harina, obteniendo 24 panes en 2 bandejas. La masa se form6 en dos
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etapas, un amasado inicial de la mezcla de harina, azucar y sal afiadida con
levadura y leche en polvo previamente disueltas en agua (30 °C), al igual que el
extracto de tara cuando fue necesario (disueltos por separado); y un amasado
final luego de la adicion de la manteca previamente fundida en estufa a 50 °C.
Una vez formada la masa, se obtuvieron piezas circulares de tamafio regular de
6 mm de espesor y 7 cm de didmetro, al utilizar una laminadora eléctrica y un
molde de acero inoxidable, en las etapas de laminado y formado,
respectivamente. Durante el formado, las unidades fueron perforadas 3 veces
con un tenedor, y llevadas al fermentador a 30 °C por 30 minutos y al horno
eléctrico a 200 °C por 20 minutos. Finalmente, las muestras se enfriaron a
temperatura ambiente y fueron envasadas en bolsas herméticas luego de 5
minutos, para cuantificacion de neo-contaminantes, y una vez frias para
evaluacion sensorial, realizada después de 24 horas a temperatura ambiente.
Para cuantificacion de neo-contaminantes las muestras se almacenaron a -18

°C por 3 dias.
6.4 Determinacion de neo-contaminantes en pan tipo hallulla.

La determinacion del contenido de acrilamida y furano se realizé en triplicado,
por cromatografia de gases — espectrometria de masas (GC — MS), para pan

con distintas concentraciones de extracto de tara.
6.4.1 Determinacion del contenido de acrilamida.

La determinacién del contenido de acrilamida se realizd6 segin el método

desarrollado por Ciesarova et al. (2006) con algunas modificaciones.
A. Condiciones experimentales.

Las cantidades del extracto de tara afiadido al pan tipo hallulla se establecieron
previamente segun estudios similares (Li et al., 2012; Zhang & Zhang, 2007) y

mediante pruebas experimentales, para la cuantificacion de su contenido de
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acrilamida. Las condiciones experimentales de las muestras evaluadas se

presentan en la Tabla 3.

Tabla 3: Condiciones experimentales de pan tipo hallulla para determinacion de

contenido de acrilamida.

Proceso de fermentado Proceso de horneado Concentracion extracto
T. (°C) t. (min.) T. (°C) t. (min.) de tara (mg/kg)*

30 30 200 20 0

30 30 200 20 500
30 30 200 20 600
30 30 200 20 750
30 30 200 20 1000
30 30 200 20 1500

*Concentracion de extracto de tara (mg/kg) afiadida en base al contenido de harina del pan tipo
hallulla (metodologia de elaboracién del pan en 6.3).

B. Extraccion de acrilamida en pan.

La extraccidbn de acrilamida de la matriz alimenticia se realiz6 mediante
agitacion y tratamiento de ultrasonido de 2 g de muestra homogenizada con
trituradora; afladida con 10 mL de metanol y 40 yL de estandar interno de
acrilamida d-3 (20 mg/L). Fue necesaria su centrifugaciéon para la obtencion del
sobrenadante, el que fue filtrado mediante un cartridge de fase reversa C18
bajo condicién de vacio. Se afiadié n-hexano al filtrado, para la eliminacion de la
materia grasa presente, mediante separacion de fases. La fase metandlica fue
obtenida y secada a 40 °C bajo vacio, para eliminacion del solvente.
Finalmente, fue reconstituido con 1 mL de metanol y filtrado (0,2 pm);
obteniendo un extracto libre de interferentes en viales de 2 mL, para su

inyeccion en el equipo GC — MS.
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C. Condiciones del equipo GC — MS para medicién de acrilamida.

Las muestras fueron analizadas por método GC — MS - ionizacién quimica
(CHs) en modo SIM negativo. En la Tabla 4, se presentan las condiciones

utilizadas en el equipo para la medicién de acrilamida.

Tabla 4: Condiciones del equipo GC — MS para cuantificacion de acrilamida.

Parametro Condicion
Columna DB-FFAP; 30 m x 250 pm x 0.25 ym
Volumen de inyeccién 2 uL
Rampa de temperatura del horno 60 °C por 1 min, 10 °C/min hasta 190
°C y 50 °C/min hasta 240°C
Flujo columna 0,8 mL/min helio, 200 °C
Temperatura de la fuente (MS) 250 °C
Temperatura del cuadruplo (MS) 150 °C
Temperatura de interfase 250 °C

Para la cuantificacion, se obtuvieron las razones de las areas entre los picos de
las respuestas a m/z 70 (unidades con que se identifica la acrilamida) y m/z 73

(unidades con que se identifica la acrilamida deuterada d-3).
6.4.2 Determinacion del contenido de furano.

La determinaciéon del contenido de furano se realiz6 segun el método

desarrollado por Zoller et al. (2007), con algunas modificaciones.
A. Condiciones experimentales.

Las cantidades del extracto de tara afadido al pan tipo hallulla fueron
determinadas previamente mediante pruebas experimentales, para la
cuantificacion de su contenido de furano. Las condiciones experimentales de las

muestras evaluadas se presentan en la Tabla 5.
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Tabla 5: Condiciones experimentales de pan tipo hallulla para determinacion de

contenido de furano.

Proceso de fermentado Proceso de horneado Concentracién extracto
T.°C)  t.(min)  T.(°C)  t (min) de tara (mg/kg)*

30 30 200 20 0

30 30 200 20 500
30 30 200 20 750
30 30 200 20 1500
30 30 200 20 2000
30 30 200 20 3000

*Concentracion de extracto de tara (mg/kg) afiadida en base al contenido de harina del pan tipo
hallulla (metodologia de elaboracién del pan en 6.3).

B. Extraccion de furano en pan.

La extraccion de furano de la matriz alimenticia se realizO mediante adicion de
55 mL de NaCl 5M a viales con 0,5 g de muestra homogenizada con
trituradora, obteniendo 7 viales por muestras, a los que se les afadié una
solucién de estandar interno de furano d4 (1,5 yg/mL) y 0, 0, 0, 100, 100, 200,
400 uL de solucién de furano (1,5 pug/mL), para cuantificar el contenido de
furano mediante una curva de adicién estandar. Cada vial se sometio a un

agitador por 30 segundos para asegurar la homogenizacion.
C. Condiciones del equipo GC — MS para medicion de furano.

Las muestras fueron analizadas por método GC — MS — ionizacién electrénica
SIM. En la Tabla 6, se presentan las condiciones utilizadas en el equipo para la

medicion de furano.
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Tabla 6: Condiciones del equipo GC — MS para cuantificacién de furano.

Parametro Condicion
Columna HP-Plot Q; 15 m x 0.32 mm ID x 0.2 ym
Volumen de inyeccion 1000 pL
Rampa de temperatura del horno 50 °C por 1 min y 10 °C/min hasta 160 °C
Flujo columna 1,7 mL/min helio, 200 °C
Temperatura de la fuente 230 °C

6.5 Conformacion de un panel sensorial entrenado.

El entrenamiento y validacidon del panel sensorial se realiz6 en el Laboratorio de
Evaluacion Sensorial del Departamento de Ciencias de los Alimentos y
Tecnologia Quimica de la Universidad de Chile, el que estd disefiado de
acuerdo a las indicaciones de la norma ISO 8586:2012.

6.5.1 Reclutamiento y seleccién de jueces.

Se reclutaron 14 jueces dentro de los estudiantes de la carrera de Ingenieria en
Alimentos de la Universidad de Chile, que consumen pan habitualmente, que
hayan aprobado la asignatura de Evaluacion Sensorial impartida en dicha
Universidad, y con disponibilidad e interés en participar en el panel. No se

realizaron test adicionales para su seleccion.
6.5.2 Entrenamiento de jueces.

El entrenamiento consisti6 en una sesion inicial para la generacién de
descriptores y 5 sesiones de evaluacién de muestras elaboradas en base a la

metodologia descrita en 6.3.
A. Generacién de descriptores.

En la primera sesibn de entrenamiento se realiz6 una induccion tedrica,
respecto a las caracteristicas tipicas y principales defectos del pan tipo hallulla;

y una evaluacion descriptiva de apariencia, aroma, sabor y textura (Anexo 9) de
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cuatro panes distintos, presentados en la Tabla 7. Finalmente, se realizé6 una
discusion abierta, en mesa redonda, para determinar los descriptores mas

importantes y unificar el vocabulario utilizado.

Tabla 7: Muestras evaluadas en la primera sesion de entrenamiento del panel

sensorial.
Muestras evaluadas
A Hallullas especiales de supermercado Lider Recoleta
B Hallullas panaderia de barrio (comuna Recoleta)
C Hallullas elaboradas en laboratorio*
D Hallullas afiejadas (24 h) panaderia de barrio (comuna Recoleta)

*Muestras elaboradas segun la metodologia descrita en el punto 6.3, con 15 minutos de
horneado.

Con los resultados obtenidos en la primera sesién y al incluir las caracteristicas
tipicas del pan adicionado con el extracto de tara; coloracion violeta grisacea
dada en la corteza y miga del pan, se obtuvo el Test de perfil descriptivo y la
Tabla de valoracién de calidad con escala Karlsruhe especificos para pan tipo
hallulla (Anexo 10 y 11), al modificar los presentados por Plaza (2015). Se
evaluaron los descriptores seleccionados mediante una escala lineal no
estructurada de 10 cm, y la calidad del pan mediante 9 puntos correspondientes
a tres grados de calidad: grado 1 indica caracteristicas tipicas (7,0 — 9,0), grado
2 un deterioro tolerable (4,0 — 6,9) y grado 3 indica un deterioro indeseable (1,0
— 3,9), donde 4,0 es el limite de comestibilidad y 5,5 el de comerciabilidad del

producto.

Se presentaron patrones como referencia para la evaluacion descriptiva de los
atributos de apariencia y textura. Para el descriptor “color corteza” (Anexo 12) y
“color violeta/grisaceo” (Anexo 13), escalas de coloracibn con muestras
elaboradas a distintos tiempos de horneado y diferentes concentraciones de

extracto de tara, respectivamente. En este Ultimo caso, se afiadié una imagen

30



de pan de vino tinto como limite de mayor intensidad de la escala. Para los
descriptores “dureza al tacto” y “elasticidad de miga”, una esponja de
poliuretano fue el limite inferior de dureza (blando) y el superior de elasticidad
de miga (muy elastico), y una muestra de pan horneada por 40 minutos, fue
utilizada como el limite de mayor dureza (duro) y menor elasticidad de miga

(poco elastico), en la escala no estructurada.
B. Entrenamiento con atributos claves.

A partir de la segunda sesion, la modalidad de entrenamiento consistié en una
evaluacion individual con el Test de perfil descriptivo y la Tabla de valoracién de
calidad con escala Karlsruhe, especificos para pan tipo hallulla, en mesa
redonda, y una posterior discusion grupal. El detalle de las muestras evaluadas
se encuentra en la Tabla 8.

Tabla 8: Muestras evaluadas desde la segunda sesion de entrenamiento del

panel sensorial.

Sesiéon Parametro de variacion Muestras evaluadas

10 min horneado
15 min horneado
30 min horneado
10 min fermentado
30 min fermentado
0 mg/kg extracto de tara
500 mg/kg extracto de tara
0 mg/kg extracto de tara
300 mg/kg extracto de tara
1000 mg/kg extracto de tara
6 Concentracion de extracto de 0 mg/kg extracto de tara y 30
tara y tiempo de horneado min horneado
2. 500 mg/kg extracto de tara y 20
min horneado

2 Tiempo de horneado

3 Tiempo de fermentado
4 Adicion de extracto de tara

5 Concentracion de extracto de
tara

PONPENEDNMNEONDRE
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Los resultados de cada sesion, previo andlisis estadistico (metodologia en 6.7),
fueron entregados a los jueces individualmente como retroalimentacion de su
desemperio, con el fin de crear compromiso, mejorar y normalizar su poder

discriminativo.
6.5.3 Validacion del panel sensorial.

Se valido el panel sensorial bajo las directrices de la Norma ISO 11132-2012:
“Analisis sensorial. Metodologia. Directrices para monitorear el desempefio de
un panel sensorial cuantitativo”, la cual proporciona criterios para la evaluacién

del rendimiento de un panel descriptivo cuantitativo y de cada miembro.

Se evaluaron durante tres sesiones, 3 muestras de pan tipo hallulla con
atributos significativamente diferentes entre si (ISO 11132, 2012), las que se

detallan en la Tabla 9.

Tabla 9: Muestras evaluadas en las sesiones de validacion del panel sensorial.

, o Muestras
Pardmetros de variacion
1 2 3
Tiempo de horneado (min.) 10 20 30
Concentracion extracto de tara (mg/kg)* 200 1000 0

*Concentracion de extracto de tara (mg/kg) afiadida en base al contenido de harina del pan tipo
hallulla.

La variacion del tiempo de horneado y concentracién de extracto afiadido,
permiti6 obtener muestras significativamente diferentes en apariencia, sabor,
aroma y textura; por lo que se evaluaron los descriptores de color corteza, color

violeta/grisaceo, aroma tostado, dureza en boca y sabor tostado.

Los resultados obtenidos fueron sometidos a un andlisis estadistico
(metodologia en 6.7), a partir del cual se evalu6é el desempefio o rendimiento
segun parcialidad individual, consistencia, repetibilidad y capacidad de
discriminacion de cada juez individual, y discriminacion de atributos claves,

homogeneidad, acuerdo entre jueces, consistencia y repetibilidad del panel,
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segun la Norma I1SO 11132:2012. Los jueces que no tuvieron un rendimiento
adecuado y perjudicaron el rendimiento global del panel, fueron eliminados por

carencia de habilidades.
6.6 Evaluacién sensorial con panel entrenado.

Se evaluo el efecto de la adicion del extracto de tara en el perfil y calidad
sensorial del pan tipo hallulla mediante la evaluacion de una muestra sin adicion
de extracto (control) y muestras con 600, 750, 1000 y 1500 mg/kg de extracto
de tara, con el panel previamente entrenado y validado, durante tres sesiones,
mediante el uso del Test de perfil descriptivo con escala lineal no estructurada y
la Tabla de valoracion de calidad con escala de 9 puntos (Karlsruhe),
especificos para pan tipo hallulla adicionada con el extracto de tara (Anexo 10 y

11), en mesa redonda con separaciones individuales.
6.7 Anélisis estadisticos.

Los datos cuantitativos representan valores medios de tres 0 mas repeticiones
con desviacion estandar respectiva. Andlisis de varianza ANOVA simple y/o
multiple seguido de una prueba de Tukey fueron realizados con el programa
StatGraphics Centurion XVI.I (StatPoint Technologies, 2007). Un valor de

p<0,05 fue considerado estadisticamente significativo.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES
7.1 Caracterizacion quimica de vainas de tara (Caesalpinia spinosa).

Los frutos de tara cambian de color de verde a rojo anaranjado segun su
madurez (Melo et al., 2013). Sin embargo, las vainas maduras pueden
presentar coloracion roja o amarillo palido (Chambi et al., 2013). Esta diferencia
de color fue utilizada para la separacion de las vainas, evidenciandose una
mayor proporcion de vainas de coloracion roja, cercana al 70%. En la Tabla 10
se presentan los resultados de la caracterizacion morfoldgica (largo y ancho) de

ambas vainas.

Tabla 10: Caracteristicas dimensionales de vainas rojas y amarillas de tara.

Parametro Vainas rojas Vainas amarillas
Largo (cm) 7,45 +0,70% 8,05 + 0,65"
Ancho (cm) 1,97 + 0,182 2,06 +0,17°

Datos correspondientes al promedio y desviacion estandar (n=50). Superindices distintos en
una misma fila indican diferencias significativas (p<0,05) por comparacion multiple de Tukey.

Las caracteristicas morfoldgicas de la materia prima estan de acuerdo a lo
descrito en literatura, correspondiendo a vainas encorvadas y explanadas, de
coloracién rojo anaranjado y amarillo palido (Diaz, 2010; Chambi et al., 2013; de
la Cruz, 2004; Garro Galvez et al., 1997). Si bien, su tamafio varia de acuerdo
al clima en el que se desarrolla la planta, sus dimensiones se encuentran dentro
del rango informado por Diaz (2010) y de la Cruz (2004), de 8 a 10 cm de largo
y 1,5 a 2,5 cm de ancho; exceptuando la longitud de las vainas rojas, la que es
similar a la determinada por Fernandez (2008), de 7,7 £ 1,0 cm, para vainas
recolectadas en Chile. Sin embargo, sus dimensiones, largo y ancho, fueron

significativamente menores a las de las vainas de coloracion amarilla (p<0,05).

La materia prima también se caracterizO quimicamente, cuyos resultados se

presentan en la Tabla 11.
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Tabla 11: Caracteristicas quimicas de vainas rojas y amarillas de tara.

Vainas rojas Vainas amarillas

Humedad (%) 7,93 +0,12° 7,93 +0,12°
Cenizas (%) 3,23 +0,06% 3,33+ 0,06
Proteinas (%) 2,90 + 0,00% 2,97 + 0,062
Grasa total (%) 0,40 + 0,102 0,60 + 0,00"
ENN (%) 81,93 + 0,312 81,50 + 0,172
Fibra cruda (%) 3,60 + 0,102 3,67 + 0,062
Azlcares reductores

Fructosa (%) 7,90 +0,38° 8,92 + 0,07°

Glucosa (%) 1,13 +0,07¢ 1,18 + 0,07
Polifenoles totales

mg EAT/g (b.h.) 580,47 + 23,542 565,45 + 26,82°

mg EAG/g (b.h.) 645,76 + 40,34° 637,83 + 39,75°
Capacidad antioxidante (DPPH)

ECso ug extracto/mL 1,86 + 0,15% 1,58 + 0,10°

Datos correspondientes al promedio y desviacion estandar (n=3). Superindices distintos en una
misma fila indican diferencias significativas (p<0,05) por comparaciéon multiple de Tukey.

ENN: Extracto no nitrogenado, calculado por diferencia del analisis proximal (cenizas, proteinas,
grasa total y fibra cruda).

La mayoria de los componentes y caracteristicas quimicas de las vainas no
presentaron diferencias significativas (p>0,05). De los resultados obtenidos del
analisis proximal, sélo el contenido de grasa total fue significativamente mayor
en las de coloracién amarilla respecto a las rojas (p<0,05). En ambas, se obtuvo
una composicidon similar a la presentada por Fernandez (2008), en cuanto al
contenido de humedad (9,47%), cenizas (3,40%), proteinas (3,14%) y materia
grasa (0,28%) de vainas cultivadas en la Region Metropolitana de Chile. Por
otro lado, de la Cruz (2004) analizé el fruto completo, es decir, vainas y
semillas, determinando un contenido de 11,7% humedad, 7,17% proteinas,
6,24% cenizas, 5,3% fibra bruta y 2,01% extracto etéreo; si bien son mayores a
los determinados solamente en vainas, las diferencias se pueden atribuir a la
composicion de las semillas, principalmente al mayor contenido de humedad
(12,01%), proteinas (19,62%) y extracto etéreo (5,20%), ademas de las

condiciones de cultivo (de la Cruz, 2004).
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Los azlcares libres son uno de los componentes mas importante en los frutos,
principalmente fructosa y glucosa (Ayaz et al., 2007). El contenido de ambos
compuestos es de 10,10% y 9,03% en las vainas de coloracién amarilla y roja,
respectivamente. La diferencia entre ambas se debe a un nivel
significativamente mayor de fructosa en las vainas amarillas, ya que su nivel de
glucosa es similar a la presentada en las de coloracion roja. Las vainas de
algarrobo (Ceratonia siliqua L.), leguminosa perteneciente a la subfamilia de
Caesalpinioideae, al igual que la tara; posee altos niveles de azlcares solubles,
entre 40% y 50%, principalmente debido a sacarosa, fructosa y glucosa, cuyos
niveles determinados por Avallone et al. (1997) fueron de 34% de sacarosa, 6%
de fructosa y 4% de glucosa; sin embargo, estos varian segun la zona

geografica del cultivo (Ayaz et al., 2007).

Se realizé una triple extraccion con agua (metodologia descrita en 6.1.3) para la
obtencion de los polifenoles de ambas vainas, para su cuantificacion y
determinacion de su capacidad antioxidante. El contenido de polifenoles totales
es similar en las vainas de distinta coloracion (p>0,05), obteniendo mayores
valores al ser expresados como equivalentes de acido galico (EAG). Estos son
menores a los reportados por Aouf et al. (2014), los que determinaron casi un
70% de taninos en polvo de vainas de tara. Por otro lado, los resultados
expresados como equivalentes de acido tanico (EAT) estan dentro del 40% a
60% de taninos hidrolizables indicado por Aguilar-Galvez (2014) y de la Cruz
(2004), y son similares a lo reportado Chambi et al. (2013), de 55,1% de EAG
en vainas de tara, de los cuales el ~95% corresponde a acido galico libre y
galotaninos.

Respecto a su capacidad antioxidante, fue determinada por el método DPPH y
expresada como la concentracibn de extracto necesaria para disminuir la
concentracion inicial de DPPH en un 50% (ECso) (Fernandez, 2008). No existio

una variacion significativa en los valores ECso respecto a la coloracion de las
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vainas estudiadas y est4 de acuerdo a lo reportado en literatura para extractos
de tara (Doroteo et al., 2012; Fernandez, 2008; Nufiez & Quispe, 2015; Silva,
2012). La capacidad antioxidante de ambas vainas es mayor a la reportada en
otros frutos; Simirgiotis et al. (2009) reportaron una alta capacidad antioxidante
en frutillas nativas rojas y blancas (Fragaria chiloensis) y en frutillas rojas
comerciales (Fragraria X ananassa cv. Chandler), sin embargo, los valores ECsg
para sus extractos metandlicos fueron significativamente mayores a los
extractos de tara; de 72,32 + 0,13, 86,16 + 1,20 y 60,16 + 1,53 ug/mL,
respectivamente. De igual forma, se han reportado valores ECso de 114 ug/mL
para un extracto acuoso de cascara del fruto peruano camu-camu (Myrciaria
dubia (H.B.K) McVaugh), por Villanueva-Tiburcio et al. (2010), y de 0,239 +
0,003 para extractos metandlicos y 0,586 + 0,023 mg/ml para extractos acuosos

del fruto noni (Morinda citrifolia Linn.), por Villacorta & Pérez (2011).

La capacidad antioxidante ECsy, también puede ser expresada como
concentracion de materia prima, la que es equivalente a 2,37 y 1,92 ug/mL de
polvo de vaina roja y amarilla, respectivamente; lo que indica que es necesaria
una concentracion mayor de materia prima para generar la misma reduccién en
la concentracion de DPPH que sus respetivos extractos, puesto que estos
altimos poseen un mayor contenido porcentual de polifenoles y por ende, mayor

capacidad antioxidante.

Finalmente, ya que no existieron diferencias significativas entre ambas vainas,
excepto en un mayor contenido de grasas totales y fructosa en las vainas
amarillas, ademas de una menor proporcion de éstas en la materia prima
utilizada, se seleccionaron las vainas de coloracion roja para la obtencion de un

extracto de polifenoles de vainas de tara.
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7.2 Obtencion y caracterizacién quimica de un extracto de tara

(Caesalpinia spinosa).
7.2.1 Obtencion y seleccion de un extracto de polifenoles.

En la Tabla 12 se presenta la concentracion de polifenoles totales de tres
extractos obtenidos a distinta relacion materia prima — solvente; 1:10, 1:30 y
1:60 (p/v), con agua como solvente. Este Ultimo extracto fue secado a distintas
temperaturas, a 40 y 60 °C en condiciones de vacio y mediante liofilizacion
(previa concentracion a 40 °C bajo vacio) (Anexo 7), para evaluar su efecto en

la capacidad antioxidante, presentada también en la Tabla 12.

Tabla 12: Influencia de la relacion materia prima — solvente y método de
secado, en el contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante de los

extractos, respectivamente.

Método de secado 40 °C
Relacion sélido-liquido 1:10 1:30 1:60
Polifenoles totales
mg EAT/g (b.h.) 481,58 + 23,55° 513,82 +49,65% 619,41 + 31,58°
mg EAG/g (b.h.) 634,63 + 26,46° 669,64 +55,39° 693,49 + 54,52°
Relacion sélido-liquido 1:60
Método de secado 40 °C 60 °C 40 °C-Liofilizado
Cap. antioxidante
ECso Mg extracto/mL 1,86 + 0,15% 1,72 +0,19° 1,80 +0,18°

Los datos corresponden al promedio y desviacion estandar (n=3). Superindices distintos en una
misma fila indican diferencias significativas (p<0,05) por comparaciéon multiple de Tukey.

Existid6 una variacion en el contenido de polifenoles totales en los extractos
obtenidos a distinta relacion materia prima — solvente. Polifenoles totales,
expresados como mg equivalentes de acido tanico (EAT) y gélico (EAG) por g
de extracto (b.h), tendieron a ser mayores al aumentar la cantidad de solvente
utilizado. Sin embargo, so6lo la concentracion EAT del extracto obtenido en
relacion 1:60 (p/v), fue significativamente mayor respecto a los obtenidos en

relacion 1:30 y 1:10 (p/v); los que no son significativamente diferentes entre si
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(p>0,05). Por otro lado, la capacidad antioxidante, determinada por el método
DPPH, del extracto 1:60 (p/v), tendié a ser mayor en el extracto secado a 60 °C,
al presentar el menor valor ECsp, probablemente debido a un menor tiempo de
tratamiento térmico dado por una temperatura de secado mayor. Los otros dos
extractos presentaron valores de ECsg Similares pero levemente menor en el
extracto liofilizado, el que fue sometido a 40 °C por menor tiempo ya que solo
fue concentrado hasta el 20% de su volumen y no hasta lograr sequedad. Sin

embargo, estas diferencias, no fueron significativas (p>0,05).

Finalmente, se selecciond el extracto obtenido en relacibn materia prima —
solvente 1:60 (p/v), ya que posee significativamente mayor contenido de EAT, y
secado a 60 °C por medio de vacio, puesto que la mayor temperatura permite
un secado mas rapido sin afectar significativamente la capacidad antioxidante

del extracto.
7.2.2 Caracterizacion quimica.

El extracto seleccionado se caracteriz6 quimicamente, respecto a su contenido
de humedad, azucares reductores, polifenoles totales y capacidad antioxidante,

los que se presentan en la Tabla 13.

Tabla 13: Caracterizacion quimica del extracto de polifenoles de vainas de tara.

Parametros
Humedad (%) 7,93+0,12
Azucares reductores
Fructosa (%) 12,12 £ 0,12
Glucosa (%) 1,83 +£0,02
Polifenoles totales
mg EAT/g (b.h.) 617,84 + 11,75
mg EAG/g (b.h.) 682,39 + 24,02
Capacidad antioxidante
ECso ug extracto/mL 1,72 +£0,19

Los datos corresponden al promedio y desviacién estandar (n=3).
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El contenido de azlcares reductores determinados en el extracto, glucosa y
fructosa, son mayores a los presentes en la materia prima tal como era
esperado, puesto que en el proceso de extraccion sélo se obtienen los
compuestos solubles en agua, obteniendo un extracto con una mayor
concentracion porcentual de éstos. Estos resultados son mayores a los
reportados por Garro Gélvez et al. (1997), de 0,93% de glucosa y 1,62% de un
compuesto desconocido identificado probablemente como fructosa, en un
extracto de vainas de tara; sin embargo, la extraccion pudo ser afectada por el

menor nivel de solvente utilizado (1:4 versus 1:60 p/v).

El contenido de polifenoles totales del extracto es mayor que el de extractos
acuosos de vainas de tara obtenidos por Lopez et al. (2011) y Avilés et al.
(2010), con 563,7 y 149 mg EAG/g, respectivamente. Respecto a su capacidad
antioxidante, es mayor a la de extractos hidroalcohdlicos de tara obtenidos por
Nufiez y Quispe (2015) y Doroteo et al. (2012) con valores de ECsp, de 4,52 y
4,97 ug extracto/mL, respectivamente. Segun el contenido de polifenoles totales
determinado en el extracto, su capacidad antioxidante corresponde a un valor
de ECso de 1,19 + 0,13 pg EAG/mL, similar a la de extractos supercriticos de
vainas de tara obtenidos por Silva (2012) y Fernandez (2008), de 1,09 y 0,83 ug
EAG/mL, respectivamente. Dentro de la familia de las Fabaceae, Pérez et al.
(2014) determinaron valores de ECso de 19 — 22 y 11 — 15 yg EAG/mL para
extractos de vainas de algarrobo negro y blanco (P. nigra y P. alba),
respectivamente, presentando una mayor capacidad antioxidante el extracto de

vainas de tara.

En la Tabla 14 se presentan los perfiles fendlicos presentes en el extracto
obtenido, detallando cada compuesto detectado por HPLC — PAD, incluyendo
sus tiempos de retencion (TR) y concentracion expresada como mg EAG por g
de extracto. ElI cromatograma por HPLC — PAD de los compuestos fendlicos, se

presenta en la Figura 6.
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Tabla 14: Caracterizacion de la fraccion fendlica del extracto de polifenoles de

vainas de tara, expresados como mg EAG por g de extracto (b.h.).

Pico TR Compuesto tentativo Concentraciéon
(n°) (min) (mg EAG/gpn)
1 15,6 Acido gélico 1,6
2 18,2 Derivado ac. hidroxibenzoico 8,7
3 18,7 Derivado ac. hidroxibenzoico 15,9
4 31,6 Derivado ac. hidroxibenzoico 4,6
5 36,5 Derivado ac. hidroxibenzoico 4,7
6 37,0 Derivado ac. hidroxibenzoico 1,8
7 39,3 Derivado ac. hidroxibenzoico 60,8
8 44,6 Derivado ac. hidroxibenzoico 2,7
9 50,8 Derivado ac. hidroxibenzoico 24,3
10 53,4 Derivado ac. hidroxibenzoico 42,7
11 53,7 Derivado ac. hidroxibenzoico 37,1
12 55,3 Derivado ac. hidroxibenzoico 9,2
13 55,6 Derivado ac. hidroxibenzoico 3,2
14 57,4 Derivado ac. hidroxibenzoico 15,1
15 58,7 Derivado ac. hidroxibenzoico 19,1
16 59,1 Derivado ac. hidroxibenzoico 18,8
17 60,1 Derivado ac. hidroxibenzoico 45,4
18 61,2 Derivado ac. hidroxibenzoico 36,1
19 62,4 Derivado ac. hidroxibenzoico 7,8
20 62,8 Derivado ac. hidroxibenzoico 20,0
21 63,8 Derivado ac. hidroxibenzoico 20,3
22 64,6 Derivado ac. hidroxibenzoico 26,1
23 66,2 Derivado ac. hidroxibenzoico 5,6
24 67,0 Derivado ac. hidroxibenzoico 2,3
Total compuestos fendlicos: 433,9
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Figura 6: Cromatograma por HPLC — PAD de los compuestos fendlicos del

extracto de vainas de tara.

Se detectaron 24 compuestos a 280 nm, correspondientes a derivados del
acido hidroxibenzoico, ya que comparten la misma forma y maxima longitud de
onda del espectro UV, pero poseen diferentes tiempos de retencion. El primer
compuesto corresponde a &cido galico, siendo el primero que eluye de la
columna, lo que concuerda con cromatogramas de estudios similares (Duefias
et al., 2002; Duefias et al., 2004; Papagiannopoulos et al., 2004). La
composicion fendlica determinada, es similar a la reportada por Fernandez
(2008) en un extracto supercritico de vainas de tara, donde identific6 26
compuestos derivados de acido gélico (acido 3, 4, 5-trihidroxibenzoico), siendo

el &cido gélico el de menor tiempo de retencion.

Se cuantificd un total de 433,9 mg EAG/g mediante HPLC, a partir de los 24
compuestos identificados; el que es significativamente inferior al contenido de
polifenoles determinado por el método Folin-Ciocalteau, de 682,39 mg EAG/g.
Esta diferencia de magnitud se ha presentado en estudios anteriores,
Fernandez (2008) obtuvo un contenido de 11000 mg EAG/kg por
espectrofotometria y 109,43 mg de derivados de acido galico por kg mediante

HPLC, en un extracto supercritico de vainas de tara; lo mismo ocurre en un
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extracto de vainas de algarrobo (Ceratonia siliqua L.) obtenido por
Papagiannopoulos et al. (2004), cuyo contenido fue de 8310 mg EAG/kg por
espectrofotometria versus 448,2 mg EAG/kg por HPLC. Esto se debe
principalmente a que la cuantificacion espectrofotométrica es propensa a la sub
0 sobreestimacion por reacciones cruzadas, mientras que por HPLC, se puede
no contabilizar aquellos compuestos que estén presentes bajo el limite de

cuantificacion (Papagiannopoulos et al., 2004).
7.3 Determinacion de neo-contaminantes en pan tipo hallulla.
7.3.1 Determinacion del contenido de acrilamida

En la Tabla 15 se presentan los resultados del contenido de acrilamida en pan

tipo hallulla, adicionado con distintos niveles de extracto de vainas de tara.

Tabla 15: Contenido de acrilamida en pan tipo hallulla bajo condiciones

experimentales.

Concentracion de extracto de vainas Contenido de Acrilamida (ug/kg)

de tara (mg/kg)
0 82,62 + 4,872
500 64,74 + 2,75°
600 56,41 + 2,53°
750 41,22 + 4,66°
1000 27,54 + 2,93°
1500 <LOD'

Datos correspondientes al promedio y desviacion estandar (n=3). Superindices distintos indican
diferencias significativas (p<0,05) por comparacion multiple de Tukey.
LOD: Limite de deteccion.

El contenido de acrilamida del pan control, es decir, del pan tipo hallulla sin
adicion de extracto, es menor al nivel indicativo de acrilamida en pan de molde
emitido por la Comisién Europea en 2011, de 150 upg/kg, pero es levemente
superior a los niveles presentados por EFSA (2012), de 30 — 75 pg/kg en panes
de molde. Plaza (2015) report6 un contenido superior de acrilamida en pan tipo

hallulla, de 108 + 6 pg/kg, de los cuales, mas de un 99% estaba presente en la
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corteza, lo mismo fue reportado por Surdyk et al. (2004), en panes a base de
harina de trigo, probablemente por los mayores niveles de temperatura
alcanzados en la corteza, entre 170 — 200 °C en las etapas finales del proceso
de horneado, adquiriendo su coloracion dorada — tostada debido principalmente
a la reaccion de Maillard, en cambio, el interior del pan (miga) so6lo alcanzaria
100 °C (Gunduz & Cengiz, 2014; Plaza, 2015).

El contenido de acrilamida varia en los diferentes tipos de panes segun la
concentracion de sus precursores en las materias primas y los parametros del
proceso (Gunduz & Cengiz, 2014; Mustafa, 2008). Este tipo de pan posee un
bajo nivel respecto a otros alimentos como bizcochos (250 ug/kg), cereales
para el desayuno (400 pg/kg), café tostado (450 pg/kg), galletas (500 pg/kg),
pan crujiente (500 pg/kg), café instantaneo (900 ug/kg) y papas fritas tipo chips
(1000 pg/kg) (EFSA, 2012; Halford et al., 2012; Pedreschi et al., 2014). Sin
embargo, el pan es una de las principales fuentes de exposicién dietaria de
acrilamida, tanto en los paises europeos como en Estados Unidos, al ser
consumido frecuentemente y/o en alta cantidad (Halford et al., 2012; Pedreschi
et al., 2014; Xu et al., 2014).

La adicion del extracto de vainas de tara al pan tipo hallulla, en todas las
concentraciones evaluadas, provoco diferencias significativas en el contenido
de acrilamida (p<0,05), respecto al pan control (sin adicién de extracto); las que

se presentan como reduccion porcentual en la Figura 7.

44



100

80

60

40

o

20 ~

Reduccion de acrilamida (%)

500 600 750 1000 1500
Concentracion de extracto de vainas de tara (mg/kg)

Barras de error correspondientes a la desviacién estandar (n=3). Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05) a través de la comparacién mdltiple de Tukey.

Figura 7: Reduccion porcentual del contenido de acrilamida en pan tipo hallulla

adicionado con extracto de tara, respecto al control (sin extracto).

La adicién del extracto de vainas de tara en diferentes niveles (de 500 a 1500
mg/kg, es decir, entre 0,05 y 0,15%) reduce significativamente el contenido de
acrilamida en el pan tipo hallulla (p<0,05), en una relacién no lineal dependiente
de la dosis, produciendo una mayor mitigacion de acrilamida a concentraciones
mas altas de extracto afiadido. Este efecto ha sido reportado previamente en
otros modelos de alimentos a bajas concentraciones de polifenoles; en galletas,
por adicién de 0,25 a 4,0% de extractos acuosos de canela, clavo de olor,
comino y carcuma, por Zhu et al. (2011), y de 0,005 a 0,02% de un extracto de
hojas de bambdu, por Li et al. (2012). En palitos de pan frito, por adicién de
0,0002 a 0,1% de antioxidantes de hojas de bambu y de 0,0002 a 0,01% de un
extracto de té verde, por Zhang & Zhang (2007). En bastones y chips de papas
fritas, por Zhang et al. (2007), utilizando extractos de hojas de bambu; al igual
gue Cheng et al. (2009) en un modelo de reaccion de Maillard, por adicion de
naringenina. Por lo tanto, el efecto de la adicion de antioxidantes en el
contenido de acrilamida no sélo esta determinada por el tipo sino también por

su concentraciéon (Zhang & Jin, 2016).
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La adicion de 750 mg/kg de extracto al pan tipo hallulla, provocé una reduccion
del 50,11% y se logré una mitigacion de mas del 97,12% de su contenido de
acrilamida, llegando a niveles bajo el limite de detecciéon (LOD = 2,38 ug/kg), al
adicionar 1500 mg/kg de extracto. Se ha informado la reduccion significativa de
la formacién de acrilamida en estudios similares, Hedegaard et al. (2008)
reportaron una reduccion de un 62% de acrilamida en bollos trigo, procesados a
225 °C por 20 min, al afadir un 10 g/kg de extracto de romero (~40 mg EAG),
mientras que Zhang & Zhang (2007), informaron una reduccion de acrilamida de
un 82,9% y de 72,5% al adicionar una concentracion de 10 g/kg de
antioxidantes de hojas de bambu y 1 g/kg de un extracto de té verde (~98%
flavonoides), respectivamente, en palitos de pan fritos a 180 °C. Li et al. (2012)
evaluaron el efecto de 200 mg/kg de antioxidantes de hojas de bambu (25,51%
flavonoides y 8,25% &cidos de polifenoles), 100 mg/kg de polifenoles de té
(~98% flavonoides) y 100 mg/kg de vitamina E (98% a-tocoferol), afiadidos
individualmente en galletas procesadas a 190 °C por 7 minutos, lograron una
inhibicion del 63,9, 71,2 y 43,0%, respectivamente. Zhu et al. (2011) evaluaron
el efecto de 20 g/kg de proantocianidinas (>85%) de semillas de uva en un
sistema modelo a base de almidon, tratado a 190 °C por 20 minutos logrando
un 62,2% de reduccion. Sin embargo, Acar & Gokmen (2009) informaron que un
extracto de semilla de uva no tuvo efecto significativo sobre la formacion de

acrilamida en un sistema modelo semejante a corteza de pan.

Debido a la diversidad de estructuras y grupos funcionales en diferentes
antioxidantes y la complejidad de las matrices alimentarias, los compuestos
fendlicos pueden participar en varias etapas durante el proceso de reaccion de
Maillard, y ejercer efectos multiples al mismo tiempo (Jin et al., 2013; Liu et al.,
2015; Zhang & Jin, 2016). La reduccién significativa del contenido de acrilamida
se puede atribuir a su capacidad para reaccionar con precursores, compuestos
intermediarios de la reaccion o con la misma acrilamida (Jin et al., 2013; Xu et
a., 2014; Zhang & Jin, 2016).
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Los grupos carbonilos reactivos serian los principales sitios claves en la que los
antioxidantes han influido en la formacion de acrilamida (Liu et al., 2015). Se ha
reportado que varios de ellos, especialmente algunos flavonoides, pueden
actuar como agentes de captura de compuestos carbonilos y dicarbonilos
reactivos, los que son necesarios para la conversibn de asparagina en
acrilamida; mediante la formacion de enlaces covalentes en las posiciones C6 y
C8 del anillo A (Jin et al., 2013; Kotsiou et al., 2010; Liu et al., 2015; Zhang &
Jin, 2016). Totlani & Peterson (2005) informaron que la epicatequina seria
capaz de reaccionar directamente con fragmentos de azlcar o con precursores
transitorios claves para la reaccion de Maillard, como glioxal, metilglioxal,
acetol, entre otros; mediante reacciones de sustitucion aromatica electrofilica,
inhibiendo la formacion de acrilamida (Constantinou & Koutsidis, 2016; Jin et al.,
2013; Liu et al., 2015; Zhang & Jin, 2016). De igual forma, naringenina se une a
3-oxopropanamida; un intermediario de la reaccion de Maillard derivado de
asparagina, segun lo informado por Cheng et al. (2009); alterando la ruta de
reaccion, reduciendo el contenido de acrilamida (Jin et al., 2013; Kotsiou et al.,
2010; Liu et al., 2015; Zhang & Jin, 2016).

Por otro lado, algunos antioxidantes fendélicos, como los taninos, pueden formar
complejos con aminoacidos, causando la precipitacion de asparagina,
impidiendo su conversion en acrilamida (Jin et al., 2013; Zhang & Jin, 2016).
Proantocianidinas; taninos condensados, podrian reducir el contenido de
acrilamida mediante este mecanismo, segun Zhu et al. (2009). Finalmente, la
acrilamida formada, posee un doble enlace vinilico deficiente de electrones, con
el cual algunos antioxidantes pueden reaccionar por adicion Michael, logrando
su eliminacion (Jin et al., 2013; Zhang & Jin, 2016).

Los grupos funcionales terminales de la cadena lateral, hidroxilo y aldehidos,
serian clave en la capacidad de los compuestos fendlicos para interrumpir o

mejorar ciertas etapas en la ruta de formacion de acrilamida (Kotsiou et al.,
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2010; Zhang & Jin, 2016). Se ha reconocido que los derivados hidroxifenélicos
poseen propiedades antioxidantes, que actian como donadores de hidrogeno
en la interaccion quinina-amina entre fenoles y 3-aminopropionamida (3-APA,
intermediario clave), bloqueando la via de produccién de acrilamida (Kotsiou et
al., 2010; Zhang & Jin, 2016). Estructuras o-dihidroxifendlicas, muy ligada a la
capacidad antioxidante, serian eficaces en la mitigacion de acrilamida
(Constantinou & Koutsidis, 2016; Liu et al., 2015; Zhang & Jin, 2016). Ademas,
el anillo A se considera mas reactivo que el anillo B, debido a la activacién orto-
para resultante de un grupo hidroxi en benceno (Liu et al., 2015; Zhang & Jin,
2016). En cambio, los grupos aldehidos en la cadena lateral de compuestos
fendlicos, podrian reaccionar con asparagina, favoreciendo la formacién de
acrilamida (Kotsiou et al., 2010; Jin et al., 2013; Zhang & Jin, 2016).

Por lo tanto, los efectos de los polifenoles sobre la formacion de acrilamida
estan relacionadas con su estructura, concentracion y capacidad antioxidante,
asi como las condiciones de reaccién (Constantinou & Koutsidis, 2016; Jin et
al., 2013; Kahkeshani et al., 2015; Liu et al., 2015; Zhang & Jin, 2016).

7.3.2 Determinacion del contenido de furano

En la Tabla 16 se presentan los resultados del contenido de furano en pan tipo
hallulla, adicionado con distintos niveles de extracto de polifenoles de vainas de

tara.

El contenido de furano en el pan tipo hallulla sin adicion de extracto (pan
control), esta de acuerdo a lo reportado en estudios similares. Mariotti et al.
(2013b) informaron niveles de furano de 1,7 a 4,0 pg/kg para pan
comercializado en Chile, similar al reportado por Kim et al. (2009), de 1,5y 2,3
pg/kg para pan comercializado en Corea. Zoller et al. (2007) informaron niveles
menores a 5, menores a 7 y de 28 pg/kg para pan blanco, pan integral y pan

crujiente tipo baguette, respectivamente; el que esta concentrado en la corteza
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del pan, con niveles 3 a 20 veces mayores que en su interior. Por otro lado,
Crew (2009), en un estudio realizado para la EFSA, reporté un contenido de
furano no superior a 3 pg/kg para pan blanco, el que aumentaba a 200 — 400
Mo/kg luego de ser tostado usando técnicas domesticas convencionales. Por lo
tanto, el contenido de furano podria ser afectado por las condiciones de
preparacion, ademas, dependeria del tipo de pan, composicién de sus materias
primas y de su forma, especificamente su relacién superficie/volumen (Crew,
2009; EFSA, 2011; Zoller et al., 2007).

Tabla 16: Contenido de furano en pan tipo hallulla bajo condiciones

experimentales.

Concentracion de extracto de vainas .
Contenido de Furano (ug/kg)

de tara (mg/kg)
0 1,94 +0,01°
500 1,12 + 0,042
750 1,14 + 0,092
1500 1,19 + 0,03
2000 1,07 + 0,112
3000 1,25 + 0,04

Datos correspondientes al promedio y desviacion estandar de 3 determinaciones (n=3).
Superindices distintos indican diferencias significativas (p<0,05) por comparacion multiple de
Tukey

El pan tipo hallulla sin adicion de extracto posee un nivel de furano bajo
respecto a otros alimentos amilaceos de baja humedad comercializados en
Chile, como cereales para el desayuno (22,2 ug/kg), galletas (91 pg/kg) y papas
fritas tipo chips (259 pg/kg), segun lo informado por Mariotti et al. (2013b). Su
contenido es menor al reportado por la EFSA (2011) para productos a base de
cereales, de 15-18 ug/kg, y menor a otras categorias de alimentos, como
enlatados, de 32 pg/kg en alimentos para bebés, y café, de 45 ug/kg en café
preparado a 3660 pg/kg en granos tostados de café. El café es el principal
contribuyente a la exposicion de furano en adultos y adolescentes, en un 88% y

33%, respectivamente; mientras que los productos a base de cereales,
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incluyendo el pan, son uno de los principales contribuyentes a la exposicion en
adolescentes (10%) y nifios (7,7%) (EFSA, 2011). Sin embargo, considerando
gue Chile es el segundo mayor consumidor de pan a nivel mundial (ODEPA,

2014), la exposicion dietaria debido a su consumo podria ser considerable.

La adicion del extracto de vainas de tara al pan tipo hallulla, reduce
significativamente el contenido de furano respecto al pan control (p<0,05), en
las condiciones experimentales evaluadas; las que se presentan como

reduccion porcentual en la Figura 8.
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Barras de error correspondientes a la desviacién estandar (n=3). Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05) a través de la comparacién multiple de Tukey.

Figura 8: Reduccion porcentual del contenido de furano en pan tipo hallulla
adicionado con extracto de tara, respecto al control (sin extracto).

La adicion del extracto de vainas de tara reduce el contenido de furano
independientemente de la concentracion afadida, es decir, la mitigacion
producida no fue mayor al aumentar la dosis, ya que no existieron diferencias
significativas (p>0,05) en los niveles evaluados (de 500 a 3000 mg/kg). Esto se
puede deber a su gran numero de precursores (Anese & Suman, 2013; Kim et
al., 2015; Zheng et al., 2015), por lo que los antioxidantes del extracto podrian

50



interactuar mas eficazmente con solo algunos de ellos, pudiendo existir ciertas

reacciones de formacién que no se ven afectadas.

La informacion sobre el efecto de aditivos en la formacion de furano en
alimentos es bastante limitada, ya que la mayor parte de las investigaciones
disponibles son a partir de sistemas modelo. Se ha evaluado el rol de
antioxidantes en modelos de &cidos grasos poliinsaturados; sin embargo, en
modelos de reaccion de Maillard se han reportado soélo algunos estudios
recientes (Anese & Suman, 2013). La adicién del extracto de vainas de tara
logré una reduccién del contenido de furano entre 35% y 45% en pan tipo
hallulla, en las concentraciones evaluadas. Estudios recientes han reportado
resultados similares, Kim et al. (2015) informaron una reduccién de hasta 33% y
44% en un modelo de reaccion de Maillard ribosa — alanina, por adicion de
antioxidantes BHT y BHA, respectivamente; mientras que Zheng et al. (2015)
informaron mayores reducciones en un modelo de café instantaneo, donde la
reaccion de Maillard podria ser el principal mecanismo de formacion de furano;
luego de la adicion de epicatequina (65,3%), galato de epigalocatequina
(60,0%), catequina (44,7%), acido clorogénico (67,0%), acido ferudlico (57,6%),
trolox (50,1%), acido cafeico (48,2%), BHT (49,3 %) y a-tocoferol (39,3%),
ademas, la formacién de derivados de furano, como furfural y 5-metilfurfural fue
suprimida o disminuida significativamente por la mayoria de ellos, exceptuando
los antioxidantes trolox, BHT y a-tocoferol. La adicion de antioxidantes ha
afectado la formacion de productos de la reaccion de Maillard en estudios
previos, Oral et al. (2014) reportaron una disminucién significativa del contenido
de furfural, acetilfurano y 5-metil-2-furanocarboxaldehido, en un modelo glucosa
— glicina, a partir de la adicibn de &acido cafeico, acido clorogénico, acido
elagico, epicatequina y oleuropeina. De igual forma, epicatequina y galato de
epigalocatequina pueden bloquear la formacion de furfural, 2-acetilfurano, 5-

metilfurfural, 2-furanona y alcohol furfurilico en un modelo glucosa-glicina,
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segun lo reportado por Schamberger & Labuza (2007) y Totlani & Peterson
(2007).

La reduccion significativa del contenido de furano en pan tipo hallulla, se puede
deber a la capacidad de algunos compuestos fendlicos para disminuir la
formacién de productos de reaccion de Maillard, lo que se ha explicado por su
interaccion con precursores o intermediarios de la reaccion (Anese & Suman,
2013; Oral et al., 2014). Flavonoides como epicatequina, pueden actuar como
agentes de atrapamiento de compuestos dicarbonilos, pudiendo atrapar
productos intermediarios de Maillard asi como fragmentos de azucar (Totlani &
Peterson, 2007; Zheng et al., 2015). Acidos hidroxicinamicos, como el acido
clorogénico y acido cafeico, también podrian actuar de manera eficaz para
reducir furano por interaccion con precursores dicarbonilo (Zheng et al., 2015).
Por otro lado, antioxidantes podrian inhibir la formacion de furano debido a que
son eliminadores de radicales libres producidos durante la oxidacion de &cidos
grasos poliinsaturados, que estan vinculados con su formacién, en sistemas
modelo (Anese & Suman, 2013; Kim et al.,, 2015; Zheng et al., 2015). Sin
embargo, furano también puede formarse por descomposicibn de acido
ascorbico y por degradacién térmica de hidratos de carbono y aminoéacidos, por
lo que su reduccion, ademas del tipo de antioxidante, depende de la
composicidon del sistema y las condiciones de proceso (Anese & Suman, 2013;
Kim et al., 2015, Zheng et al., 2015).

7.4 Conformacién de un panel sensorial entrenado.
7.4.1 Entrenamiento de jueces.

Se entrend un total de 14 jueces para la evaluacion de pan tipo hallulla, durante
6 sesiones. Los resultados obtenidos en cada sesion de entrenamiento para el
test de calidad y el perfil descriptivo se muestran en las Tablas 17 y 18,

respectivamente, donde se resaltan en rojo los atributos que presentaron
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diferencias significativas (p<0,05). Sin embargo, se exceptuan los resultados de

la primera sesion (Anexo 14), los que fueron utilizados para la obtencién del

Test de perfil descriptivo y la Tabla de valoraciéon de calidad Karlsruhe,

especificos para pan tipo hallulla (Anexos 10y 11).

Tabla 17: Andlisis de varianza ANOVA de 2 vias del test de calidad de las

muestras de pan tipo hallulla evaluadas en cada sesion de entrenamiento.

. Sesiones
P-valor por descriptor 5 3 4 5 6
Color 0,0001 1,0000 0,0186 0,0491 0,2079
g Apariencia/forma 0,0020 0,0273 0,0475 0,0007 0,1110
g Aroma 0,0565 0,9560 0,7929 0,0632 0,5131
§ Sabor 0,0083 0,5570 0,4874 0,0958 0,3356
Textura 0,0000 0,2170 0,0695 0,1127 0,0000
Color 0,3280 0,1237 0,1124 0,0958 0,1775
a Apariencia/forma 0,0547 0,2564 0,1087 0,0711 0,2200
g Aroma 0,0016 0,9080 0,0965 0,1173 0,5442
S  Sabor 0,0076  0,9440 0,0776 0,3377 0,9515
Textura 0,0001 0,7300 0,3086 0,0732 0,0889

En rojo: Diferencias significativas (p<0,05).

En la sesion 2, los jueces lograron identificar las diferencias significativas en

todo el perfil descriptivo y la mayoria de los atributos de calidad de las

muestras, por lo que la variacién del tiempo de horneado fue un parametro

apropiado para el inicio del entrenamiento. Sin embargo, existieron diferencias

significativas entre jueces (p<0,05) en ambas evaluaciones, por lo que en las

siguientes sesiones se dio mayor énfasis al uso correcto de los patrones

entregados (color, dureza y elasticidad) y al ajuste de la evaluacion de cada

juez respecto al resto del panel.
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Tabla 18: Resultados del analisis de varianza ANOVA de 2 vias del peffil
descriptivo de las muestras de pan tipo hallulla evaluadas en cada sesion de

entrenamiento.

P-valor por descriptor Sesiones
2 3 4 5 6
Color corteza 0,0000 0,0538 0,1294 0,0154 0,0005
Color violeta/grisaceo - - 0,0000 0,0000 0,0000
Aroma fermentado 0,0004 0,0537 0,0527 0,7977 0,0011
g Aroma tostado 0,0000 0,5270 0,8450 0,3580 0,0009
g Dureza (tacto) 0,0000 0,0053 0,9767 0,600 0,0000
§ Elasticidad miga 0,0000 0,0175 0,8037 0,2465 0,0000
Dureza (boca) 0,0000 0,0028 0,5023 0,1321 0,0000
Sabor fermentado 0,0017 0,0262 0,2632 0,6781 0,1387
Sabor tostado 0,0020 0,1852 0,6517 0,7876  0,0000
Color corteza 0,0205 0,0001 0,3486 0,0000 0,7185
Color violeta/grisaceo - - 0,3519 0,0073 0,4921
Aroma fermentado 0,3906 0,0113 0,1189 0,2497 0,0544
? Aroma tostado 0,1350 0,0059 0,0609 0,0016 0,1681
$ Dureza (tacto) 0,0012 0,1434 0,0009 0,2440 0,6707
= Elasticidad miga 0,0189 0,0144 0,0003 0,0048 0,1248
Dureza (boca) 0,0744 0,0348 0,0159 0,0019 0,0708
Sabor fermentado 0,0084 0,0005 0,0001 0,0000 0,8756
Sabor tostado 0,0390 0,0000 0,0033 0,0003 0,3860

En rojo: Diferencias significativas (p<0,05). Color violeta grisaceo evaluado desde la sesién 4.

En las siguientes sesiones, los jueces en general no fueron capaces de
identificar diferencias significativas entre muestras en todos o la mayoria de los
atributos evaluados, debido a que los parametros de variacion, tiempo de
fermentacién y adicién de extracto de tara, no generaron mayores diferencias
entre las muestras. La adicion del extracto s6lo generd un color violeta grisaceo
en la corteza y en la miga del pan, diferencia significativa identificada por los
jueces en las sesiones 4 y 5. Pese a esto, a partir de la tercera sesion, los
jueces no presentaron diferencias significativas (p>0,05) en ninguno de los

atributos del test de calidad, lo que indica que el panel es capaz de clasificar el
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pan tipo hallulla segun los distintos grados de calidad descritos por la tabla de
Karlsruhe.

Por otro lado, la ausencia de diferencias significativas entre jueces en la
evaluacion del perfil sensorial, se logré en la sexta sesion, donde identificaron
diferencias significativas entre muestras en todos los descriptores, excepto
aroma a fermentado, gracias a la variacion de dos parametros, adicion de
extracto y tiempo de horneado. Por lo tanto, esto sugiere que el panel logré ser

entrenado y podia someterse a su validacion.

7.4.2 Validacion del panel sensorial.

Se valido el desempefio del panel sensorial bajo las directrices de la Norma ISO
11132:2012, para los atributos claves del perfil sensorial, correspondientes a
color corteza, color violeta grisaceo, aroma tostado, dureza en boca y sabor
tostado, a partir de la evaluacion de tres muestras significativamente diferentes

entre si, durante tres sesiones (metodologia descrita en 6.5.3).

Previo a la evaluacion del desempefio del panel, se eliminaron tres jueces ya
qgue no lograron un buen rendimiento individual, al presentar una menor
capacidad de discriminacion de atributos claves (Anexo 15), ademas de menor
repetibilidad y consistencia en su evaluacion (Anexo 16).

En la Tabla 19 se presentan los parametros de rendimiento global, obtenidos a
partir del analisis de varianza ANOVA multifactorial de los resultados del panel

de 11 jueces.
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Tabla 19: Parametros de rendimiento global, mediante andlisis de varianza
ANOVA multifactorial del panel completo.

Atributos claves

Fue.ntglde Color Color violeta Aroma Dureza Sabor
variacion .

corteza grisaceo tostado (boca) tostado
P-Muestras 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
P-Jueces 0,1092 0,0801 0,0562 0,0631 0,0893
P-Interaccion 0,0577 0,0641 0,1501 0,0516 0,3373
Si 0,24 0,18 0,16 0,29 0,08
Se 0,51 0,38 0,44 0,60 0,39
Sa 0,06 0,05 0,07 0,09 0,05

Sa, Se y Si: Desviaciones estandar de los jueces, del error y de la interaccidbn muestras-jueces,
respectivamente. En rojo: Diferencias significativas (p<0,05).

El panel conformado por 11 jueces fue capaz de discriminar todos los atributos
claves ya que logré determinar las diferencias significativas entre muestras
(p<0,05) en cada uno de ellos. Por otro lado, la evaluacién de los jueces esta de
acuerdo al resto del panel al poseer desviaciones estandar (Sa) practicamente
nulas y al no existir diferencias significativas entre jueces (p>0,05) en todos los
atributos claves. Ademas, el panel es homogéneo puesto que la interacciéon
muestras-jueces no es significativa (p>0,05) en ninguno de los atributos claves,
lo que ademas indica una alta consistencia en su evaluacion, y presenta un alto
grado de homogeneidad ya que sus desviaciones estandar (Si) son cercanas a
cero. Finalmente, el panel posee buena repetibilidad o baja variabilidad en la
evaluacion entre repeticiones de la misma muestra, al poseer un valor Se

cercano a cero.

Por lo tanto, el panel sensorial presenté un buen rendimiento global ya que fue
capaz de discriminar todos los atributos claves, es un panel homogéneo, existe
acuerdo entre jueces, los que evalian de forma consistente y con buena

repetibilidad.
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7.5 Evaluaciéon sensorial.

Se evalu6 el efecto de la adicion de extracto de tara en el perfil y calidad
sensorial de pan tipo hallulla, mediante la evaluacion de pan con 0, 600, 750,
1000 y 1500 mg/kg de extracto de tara, con panel entrenado de 11 jueces,

durante tres sesiones.
7.5.1 Analisis descriptivo.

En la Tabla 20 se presentan los resultados del analisis ANOVA multifactorial de
la evaluacion del perfil sensorial de pan tipo hallulla, adicionado con distintos
niveles de extracto de vainas de tara, mediante evaluacién con panel
entrenado. El perfil sensorial de cada muestra evaluada se presenta en la
Figura 9.

Tabla 20: Resumen de los resultados de ANOVA de 3 vias del andlisis

descriptivo de pan tipo hallulla con distinta concentracion de extracto de tara.

) Fuente de variacion
Descriptores

P — Muestras P — Jueces P — Sesiones
Color corteza 0,4378 0,0685 0,1552
Color violeta grisaceo 0,0000 0,3152 0,9875
Aroma fermentado 0,4492 0,0519 0,5699
Aroma tostado 0,1413 0,0848 0,2158
Dureza al tacto 0,0955 0,2051 0,5776
Elasticidad de miga 0,2050 0,0665 0,4225
Dureza en boca 0,0565 0,1348 0,6500
Sabor fermentado 0,5429 0,0519 0,1577
Sabor tostado 0,1692 0,0595 0,0641

En rojo: Diferencias significativas (p<0,05).
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Color corteza

Elasticidad miga Dureza al tacto

Control (0 mg/kg extracto) 600 mg/kg extracto 750 mg/kg extracto

1000 mg/kg extracto —— 1500 mg/kg extracto

* Diferencias significativas entre muestras (p<0,05).

Figura 9: Perfil sensorial de pan tipo hallulla con distinta concentracion de
extracto de tara.

La adicion de extracto de tara no afecta significativamente el perfil sensorial de
pan tipo hallulla, en los niveles evaluados, ya que no existieron diferencias
significativas entre muestras (p>0,05) en la mayoria de los atributos, excepto en
el color violeta grisaceo (p<0,05). Por otro lado, la ausencia de diferencias
significativas entre jueces y sesiones (p>0,05) en todos los descriptores
evaluados, indica que el panel fue correctamente entrenado y validado, y por

ende, sus resultados son validos.

Se identificaron las diferencias en el color violeta grishceo entre muestras
mediante una prueba de mdltiples rangos de Tukey, cuyos resultados se

presentan en la Tabla 21.
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Tabla 21: Resultado de prueba de mdltiples rangos de Tukey para el descriptor
color violeta grisadceo de pan tipo hallulla con distintos niveles de extracto de

tara.

Concentracion de extracto de vainas . . L
Intensidad color violeta grisaceo

de tara (mg/kg)
0 (Control) 0,02
600 4.4°
750 4,6"°
1000 4,8°
1500 4,8°

Superindices distintos indican diferencias significativas (p<0,05) por comparacion mdltiple de
Tukey. Intensidad color violeta grisaceo en escala de 0 a 10.

La adicién del extracto de vainas de tara en pan tipo hallulla genera un color
violeta grisdceo que no esta presente en el pan control (0 mg/kg extracto), cuya
intensidad aumenta en una relacion dependiente de la concentracion,
aumentando significativamente de 0 a 600 y de 600 a 1000 mg/kg de extracto;
sin embargo, de 1000 a 1500 mg/kg, su intensidad se mantiene. Esto se
comprobd con la elaboracién posterior, de muestras de pan tipo hallulla con
hasta 4000 mg/kg de extracto, manteniendo la intensidad del color violeta
grisaceo. En la Figura 10, se presentan fotografias de pan tipo hallulla (corteza

y miga) con distintos niveles de extracto de vainas de tara.

El cambio de color en las matrices alimentarias debido a la adicion de
antioxidantes, se ha reportado en estudios anteriores. Li et al. (2012) informaron
una variacion significativa en el color de galletas al afiadir antioxidantes de
hojas de bambu, polifenoles de té, eritorbato de sodio y TBHQ, al igual que
Danza et al. (2014) al afiadir harina de pimiento amarillo a pan de trigo, y Zhu et
al. (2016) con la adicién de polifenoles de té negro en pan chino al vapor,
obteniendo una corteza y miga mas oscura sin afectar el resto de los
parametros, los que probablemente dependen en mayor medida de la calidad
de las materias primas y las condiciones experimentales. Resultados similares

fueron informados por Culetu et al. (2016), polifenoles de té en pan produjeron
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muestras significativamente més oscuras en la corteza y miga en funcion de la
concentracion afiadida, lo que fue atribuido a la oxidacién del fenol causada por
las altas temperaturas usadas durante la fabricacién del pan, ademas de una
mayor intensidad de color rojo, atribuido a la coloraciéon de los polifenoles
presentes. De igual forma, Lim et al. (2011) reportaron un cambio significativo
en la coloracion de la miga de pan de trigo al adicionar circuma en polvo,
siendo mas oscura, roja y amarilla, lo que fue atribuido a sus pigmentos
fendlicos, sometidos a reacciones de oxidacion y caramelizacion con la

participacion de azucares, durante la coccion del pan.
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0 mg/kg extracto 600 mg/kg extracto 750 mg/kg extracto 1000 mg/kg
extracto

1500 mg/kg 2000 mg/kg 3000 mg/kg 4000 mg/kg
extracto extracto extracto extracto
Figura 10: Imagenes de corteza y miga de pan tipo hallulla con distintos niveles

de extracto de vainas de tara.



7.5.2 Calidad sensorial.

En la Tabla 22 se presentan los resultados de la calidad sensorial de pan tipo
hallulla, adicionado con distintos niveles de extracto de vainas de tara, mediante

evaluacion con panel entrenado.

Tabla 22: Resultados de ANOVA de 3 vias del test de calidad de pan tipo

hallulla con distinta concentracion de extracto de tara.

. Atributos evaluados en escala de 9 puntos Grado
Concentracion

Apariencia/ e
extracto (mg/kg) Color Forma Aroma  Sabor Textura Calidad
0 (Control) 8,4* 8,7 8,6 8,4* 8,5 1

600 8,3* 8,6 8,4 8,5 8,4 1
750 8,4 8,9 8,6 8,3* 8,5 1
1000 8,2* 8,7 8,5 8,4 8,4 1
1500 8,4* 8,8 8,7 8,4* 8,5 1
P-Muestras 0,3501 0,0976 0,0728 0,8274 0,7727
P-Jueces 0,0745 0,1535 0,2863 0,0676 0,0636
P-Sesiones 0,8253 0,7127 0,8843 10,9390 0,7214

*Atributos limitantes en el grado de calidad de las muestras.

La adicion de extracto de tara no afecta la calidad sensorial del pan tipo hallulla
en los niveles evaluados, ya que no existieron diferencias significativas entre
muestras (p>0,05) en ninguno de sus atributos, con puntuaciones entre 8 y 9 en
la escala de 9 puntos, es decir, las muestras son de “muy buena” calidad, con
las caracteristicas tipicas del pan tipo hallulla y por ende, perteneciendo todas
ellas a la clasificacion grado 1 de calidad. Estos resultados, al igual que en la
evaluacion del perfil sensorial, se consideran validos al no existir diferencias
significativas entre jueces ni entre sesiones (p>0,05), lo que ademas sugiere un

adecuado entrenamiento del panel.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos de la evaluacion del perfil
sensorial, el que no fue afectado por la adicién del extracto, excepto por la

coloracién violeta grisdcea. Sin embargo, esto no afecté negativamente la

61



calidad del color del pan ya que fue incluido en Tabla de valoracion de calidad
Karlsruhe (Anexo 11), como una caracteristica tipica que podia o no estar
presente, debido a que no es un indicador deterioro sino que es una
caracteristica particular que incluso podria implicar una funcionalidad del pan,

segun apreciaciones de los mismos jueces durante su entrenamiento.

Por lo tanto, el extracto de vainas de tara no so6lo podria mitigar eficazmente la
formacién de acrilamida y furano, sino también, mantener la calidad y la
mayoria de los atributos sensoriales del pan tipo hallulla. Resultados similares
se han obtenido en estudios previos, se ha reportado una reduccion significativa
de acrilamida en galletas por adicion de antioxidantes de hojas de bambu y
vitamina E, sin provocar diferencias significativas en color, textura y sabor
(p>0,05), segun lo informado por Li et al. (2012), de igual forma antioxidantes
de hojas de bambu no afectaron significativamente (p>0,05) la frescura y sabor
de bastones y chips de papas fritas, disminuyendo significativamente su
contenido de acrilamida, segun lo reportado Zhang et al. (2007). Sin embargo,
en la mayoria de los estudios anteriores, la mitigacién de acrilamida y furano ha
afectado negativamente las caracteristicas organolépticas de la matriz
alimentaria, por la estrecha relacion entre su formacion y el desarrollo de las
propiedades sensoriales deseadas en alimentos procesados (Anese & Suman,
2013; Li et al., 2012).
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. CONCLUSIONES

Se caracterizaron quimicamente vainas de tara (Caesalpinia spinosa)
amarillas y rojas, y se seleccionaron estas ultimas para la obtencién de un
extracto de polifenoles, por su menor contenido de grasas totales y fructosa,
ademas de estar presentes en una mayor proporcioén en la materia prima.

Se selecciono el extracto obtenido en relacion materia prima — solvente 1:60
(p/v), ya que posee mayor contenido de polifenoles totales (EAT) que los
obtenidos a 1:10 y 1:30 (p/v), y secado a 60 °C por medio de vacio, puesto
que permite un secado mas rapido, sin afectar significativamente su
capacidad antioxidante, respecto a los obtenidos a 40 °C y mediante
liofilizacién.

Se caracterizd el extracto de vainas de tara, cuyo contenido de polifenoles
totales fue de 617,84 mg EAT/g (b.h.) por el método Folin Ciocalteu, y
capacidad antioxidante ECsp de 1,72 ug extracto/mL, por el método DPPH.
Se determiné el contenido de acrilamida y furano en pan tipo hallulla, de
82,62y 1,94 ug/kg, respectivamente.

Se determind una disminucion del contenido de acrilamida dependiente de la
concentracion de extracto afiadido (0 a 1500 mg/kg) al pan tipo hallulla,
logrando >97,12% de reduccién con 1500 mg/kg de extracto de vainas de
tara.

Se determiné una reduccion significativa de hasta 44,66% de furano en pan
tipo hallulla con la adicion de hasta 3000 mg/kg de extracto de vainas de
tara; sin embargo, esta no varia significativamente con la concentracion
anadida.

Se recluté y entrend un panel sensorial de 14 jueces, durante 6 sesiones,
respecto a los descriptores mas importantes del perfil sensorial del pan tipo
hallulla y sus atributos de calidad, incluyendo las caracteristicas dadas por la
adicion del extracto de vainas de tara.
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Se validé el rendimiento del panel sensorial bajo las directrices de la Norma
ISO 11132:2012 para los descriptores mas importantes del perfil sensorial
de pan tipo hallulla, previa eliminacion de 3 jueces por menor desempefio.
Se determind, mediante un panel de 11 jueces, la calidad sensorial del pan
tipo hallulla con adicion de hasta 1500 mg/kg de extracto de vainas de tara,
la que no fue afectada significativamente (p>0,05), al igual que su perfil
sensorial, excepto por la generacibn de un color violeta grisaceo
dependiente de la concentracién de extracto afiadido.

Por lo tanto, el extracto de vainas de tara no sélo podria mitigar eficazmente
la formacion de acrilamida y furano, sino también, mantener inalterada la

calidad del pan tipo hallulla y la mayoria de sus atributos sensoriales.
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10.ANEXOS

Anexo 1: Mercado de alimentos
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Anexo 2: Niveles de acrilamida (ug kg-1) monitoreados desde 2007 a 2010

y valores indicativos (aplicables desde 2011) para la ocurrencia de

acrilamida en diferentes alimentos (EFSA, 2012).

Valor Niveles de acrilamida
Alimento indicativo 2007 2008 2009 2010
Galletas 500 237 168 172 178
Pan de jengibre 387 355 359 415
Galletas infantiles 250 174 94 88 86
Obleas 500 230 256 206 389
Pan crujiente 232 228 208 249
Pan suave 150 75 53 46 30
Cereales para el 400 149 155 139 138
desayuno
Alimentos para bebés a 100 69 31 41 31
base de cereales
Café instantaneo 900 229 298 551 1123
Café tostado 450 256 197 235 256
Substituto de café 890 1033 1594 1350
Chips de papas fritas 1000 551 580 639 675
Bastones de papas fritas 600 356 277 342 338
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Anexo 3: Exposicion dietaria estimada de acrilamida (ug kgpc'l dia®) en

diferentes grupos de poblacién del mundo (Pedreschi et al., 2014).

Grupo de poblacion Nifios Adultos
Bélgica - 0,36 - 0,39
Brasil 0,04 (11 — 17 afios) -
Dinamarca 0,39 (4 — 14 afos) 0,21
Finlandia 1,01 (3 afos) 0,41 (25 — 44 afios)
Francia 0,69 (3 — 17 afios) 0,43
Alemania - 0,31-0,34
Irlanda - 0,59
Noruega - 0,48
Espafa 0,534 (11 — 14 afos) 0,55 -0,57
Reino unido - 0,61
Estados Unidos - 0,40

Anexo 4: Comparacion de niveles de furano (ug kg-1) en alimentos de

diferentes zonas geograficas (Mariotti et al., 2013a).

Muestra EFSA 2004 EFSA 2011 Corea Taiwan
Café instantdneo (liquido) 0.0-9.0 0.0-7.0 3.5 58.0
Café tostado molido (liquido) 27.0-30.0 39.0-42.0 48.5 70.3
Alimentos de fruta para bebés 2.5-5.0 2.5-5.3 - 14.1
Alimentos de vegetales para bebés 39.0-40.0 48.0-49.0 22.5 58.5
Alimentos de carne y vegetales 39.0-40.0 40 - 124.1
para bebés

Fruta enlatada 2.0-5.0 2.0-6.4 1.3-4.0 3.4-15-2
Carne enlatada 17.0-19.0 13.0-17.0 9.2-63.3 76.2
Pescado enlatado 17.0-18.0 17 13.65-60.62 4.2-75.2
Vegetales enlatados 7.9-9.0 6.9-9.6 2.9-44.1 33.9-99.5
Jugo de fruta 2.5-5.0 2.2-4.6 1.7-5.7 2.8-46.7
Cereales para el desayuno 15.0-18.0 15.0-18.0 - 12.7-65.3
Pan - - 1.9 -
Galletas - - 7.6 -
Aperitivos y papas fritas 10 9.6-10 6.8 -
Cerveza 3.3-5.2 3.3-5.2 2.3-4.8 3.0
sopas 23.0-24.0 23.0-24.0 17.6-18.5 -

Salsa de soya 23.0-24.0 27 16.3 712
Productos lacteos 5.0-6.0 5.0-5.6 3.8 2.4-28.7

% ng ml-1 para muestras liquidas.
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Anexo 5: Exposicion dietaria de furano (ug kgp.™ dia™) por sector de edad

en diferentes zonas geogréficas del mundo (Mariotti et al., 2013a).

Region geografica Pais Infantes Adultos

Europa Alemania 0.500 (6 meses) -
Finlandia 0.100-2.100 -
Espaia 0.140 (6 meses) 0.380 (Mujeres)®

0.250 (Hombres)"®
UE (2011) 0.270-1.010 (3-12 0.290-1.170
meses)

América del Norte USA (2004) 0.410 (0-12 meses) 0.250-0.230
Canadéa 1.120 (1-4 afios) 0.37

América del Sur Brasil 0.460 (0-12 meses) -

Asia Corea 0.017 (6 meses) 0.011
Taiwan 0.470 (6 meses) 0.177 (Mujeres)®

0.299 (Hombres)"®

®Valores de exposicién corresponden solamente al consumo de café.
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Anexo 6: Método extraccion triple de polifenoles de vainas de tara

(Caesalpinia spinosa) para caracterizacion quimica de la materia prima.
Modificado de Bravo (2010).

Agua —>

Agua—>

Agua—>

Polvo de vaina (0,65 mm)

J

1° Extraccion sélido-liquido
60 °C, 35 min, 1:60 (p/v)

Centrifugacion
6000 rpm, 15 min, 25 °C

Filtrado

J

1° Precipitado

J

V

Secado
40 °C, 100 mbar

2° Extraccion solido-liquido
60 °C, 35 min, 1:60 (p/v)

J

Centrifugacion
6000 rpm, 15 min, 25 °C

\/

1° Extracto

Filtrado

v

2° Precipitado

J

v

Secado
40 °C, 100 mbar

3° Extraccion solido-liquido
60 °C, 35 min, 1:60 (p/v)

J

Centrifugacion
6000 rpm, 15 min, 25 °C

V%

2° Extracto

Filtrado

v

3° Precipitado

V

Secado
40 °C, 100 mbar

v

3° Extracto

Extracto Final
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Anexo 7: Métodos de obtencién de extractos de polifenoles de vainas de

tara (Caesalpinia spinosa). Modificado de Bravo (2010).

Polvo de vaina (0,65 mm)

V.

Agua —>

Precipitado <—

6000 rpm, 15 min, 25 °C

Extraccion sélido-liquido
60 °C, 35 min
1:10 (p/v) 1:30 (p/v) 1:60 (p/v)
Centrifugacion

J

Filtrado

J

Secado en vacio (100 mbar)

40 °C 60 °C
Extracto 1 Extracto 2 Extracto 3 Extracto 4

Liofilizacion

v

Extracto 5
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Anexo 8: Proceso elaboracion de pan tipo hallulla. Modificado de Plaza

(2015).

Harina, sal y azicar —>

Agua 30 °C, levadura,

leche en polvo y —

extracto de tara

Manteca fundida —>

Recepcion Materias
Primas

v

Pesaje Materias
Primas

v

Mezclado

v

Amasado 1

v

Amasado 2

v

Laminado

v

Formado

v

Harina, sal, azlcar, agua,

<— manteca, levadura, leche en

polvo y extracto de tara

Velocidad baja (2 min)

Velocidad media (4 min)

6 mm espesor

Moldes de 7 m de diametro

2

Almacenamiento hermético
(-18 °C, 3 dias)

\’

Cuantificacion analitica
acrilamida y furano

Fermentacion 30 °C, 30 min
Horneado 200 °C, 20 min
Enfriado 25°C
|
\/
Almacenamiento hermético
(25 °C, 24 h)
\

Evaluacion sensorial
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Anexo 9: Ficha de descripcion de productos para sesion 1 entrenamiento
de panel sensorial. Modificado de Plaza (2015).
FICHA DESCRIPCION PRODUCTOS

Nombre: Fecha:

Set:

Por favor describa lo mas detalladamente que pueda cada una de las
caracteristicas del alimento. NO USE PALABRAS como “agradable”,
“desagradable”, “bueno” 0 “malo”.

ATRIBUTO | PRODUCTO DESCRIPCION

A

B

Apariencia

Aroma

Sahor

Textura
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Anexo 10: Ficha de perfil descriptivo especifico para pan tipo hallulla.

Modificado de Plaza (2015).
ANALISIS DESCRIPTIVO DE PAN TIPO HALLULLA

Evalue las muestras que se presentan en todos los atributos descritos. Apdyese en la definicion
que aparece en esta ficha, y en las referencias que aparecen en |la hoja de instrucciones.

APARIENCIA
Color corteza: Grado de intensidad del color de la corteza

Muy palido Dorado oscuro

Color violeta/grisaceo: Color tipico de un pan adicionado con extracto de tara.

Ausente Intenso
AROMA: Acerque la muestra a la nariz para percibir su aroma
Fermentado: Aroma caracteristico de un pan con un tiempo de fermentacion larga en el
proceso tecnologico.
|

Ausente Muy marcado

Tostado/Quemado: Aroma caracteristico que se produce durante el horneo.

Poco tostado Muy tostado

TEXTURA
Al tacto: Coloque el pan entre los dedos y evalle;

Dureza: Resistencia del pan a la presion ejercida con los dedos

Blando Duro

Elasticidad miga: Capacidad del pan para volver a la posicion inicial después de la
compresion
|
|

Poco elastico Muy elastico

Sensacion en boca: Coloque el pan entre |os dientes incisivos, masque completamente, y evalle:

Dureza: Fuerza requerida para morder a través de la muestra.

Blando Duro
SABOR: Evalue la intensidad de los componentes del sabor durante la etapa de masticacion

Fermentacion/Levadura: Caracteristico de un pan con un tiempo de fermentacién larga
en el proceso tecnoldgico.
|
|

Poco fermentado Muy fermentado

Tostado/Quemado: Sabor que se produce durante el harneo.

Poco tostado Muy tostado
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Anexo 12: Folio color corteza para entrenamiento del panel sensorial.

20 min horneado

15 min horneado

35 min horneado

Anexo 13: Folio color violeta grisaceo para entrenamiento del panel

sensorial.

0 mg/kg extracto

300 mg/kg extracto

500 mg/kg extracto

.

750 mg/kg extracto

1000 mg/kg
extracto

1500 mg/kg
extracto

Pan vino tinto
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Anexo 14: Caracteristicas principales de pan tipo hallulla obtenidas de la

primera sesion de entrenamiento del panel sensorial.

Atributo Caracteristicas principales
Apariencia Corteza dorada, leve tostada.
Superficie lisa, plana.
Miga color blanco crema.

Aroma Caracteristico, materia grasa, tostado y
levadura/fermentado.
Sabor Tostado y fermentado.

Levemente acido.

Textura Corteza firme y blanda.

Miga suave, blanda, elastica.

Anexo 15: Nivel de discriminacion de los jueces individuales del panel

sensorial, mediante andlisis de varianza ANOVA simple.

Atributos claves

Juez Color violeta Aroma Dureza Sabor
Color corteza .
grisdceo tostado (boca) tostado
1 0,0000 0,0000 0,0018 0,0000 0,0006
3 0,0001 0,0000 0,0003 0,0006 0,0009
4 0,0016 0,0002 0,0035 0,0021 0,0000
6 0,0056 0,0000 0,0053 0,0247 0,0025
7 0,0180 0,0001 0,0112 0,0003 0,0057
8 0,0040 0,0000 0,0008 0,0010 0,0035
9 0,0003 0,0000 0,0139 0,0001 0,0003
10 0,0001 0,0001 0,0001 0,0003 0,0065
11 0,0076 0,0000 0,0011 0,0005 0,0043
12 0,0226 0,0000 0,0016 0,0024 0,0383
13 0,0039 0,0000 0,0290 0,0011 0,0001
2 0,0007 0,0000 0,0340 0,0056 0,1441
5 0,0000 0,0002 0,2815 0,0003 0,3466
14 0,0048 0,0000 0,0003 0,0001 0,0000

Resultados de jueces 2, 5 y 14, eliminados del andlisis del resto del panel por menor
desempefio. En rojo: Diferencias significativas entre muestras (p<0,05), indican buena
capacidad de discriminacion de atributos claves.
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Anexo 16: Desviaciones estandar de las parcialidades individuales por

muestra (SD) y del error (Se), en evaluacién del desempefio de cada juez.

Atributos claves

Juez  Color corteza Colqr YIOIeta Aroma Dureza (boca) Sabor tostado
grisdceo tostado
SD Se SD Se SD Se SD Se SD Se
1 0,27 034 008 036 017 046 048 0,21 0,08 0,34
3 024 027 029 034 002 029 033 043 022 0,40
4 020 044 028 060 0,17 046 016 069 0,20 0,20
6 042 068 0,17 0,28 010 052 0,38 129 0,04 0,40
7 034 054 022 049 010 053 0,24 046 010 0,52
8 054 08 020 034 009 033 033 046 0,31 0,32
9 045 048 0,16 0,17 006 058 046 045 048 0,40
10 009 028 027 055 040 032 0,18 047 0,20 041
11 03% 062 029 030 040 048 054 032 0,19 0,37
12 045 066 016 014 053 030 0,23 0,73 023 0,57
13 040 025 057 020 045 041 089 0,26 0,15 0,25
2 064 061 092 052 035 09 094 133 053 1,64
5 1,33 025 064 066 091 028 195 1,02 085 0,38
14 039 065 034 024 135 063 092 055 129 0,36

*Resultados de jueces 2, 5 y 14, eliminados del andlisis del resto del panel por menor
inversamente proporcional a la
repetibilidad de un juez. SD: inversamente proporcional a la consistencia de un juez.

desempefio. En rojo: indicadores de mal desempefio. Se:
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